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1 UVOD 
Neprijeten vonj in včasih tudi okus prašičjega mesa spolno zrelih samcev (merjascev) že 
desetletja predstavlja težavo, ki ga znanost in stroka rešujeta z različnimi pristopi. V 
magistrskem delu bomo za to težavo uporabljali izraz neprijeten vonj, ki ga med drugimi 
uporabljajo Žemva in sod. (2012), v literaturi pa zanj najdemo še številne druge 
sopomenke, npr. spolni vonj (Žemva in sod., 2012), vonj po fekalijah (angl. fecal odor v: 
Wesoly in Weiler, 2012) ali vonj po merjascu (angl. boar taint v: Deslandes in sod., 2001; 
Žemva in sod., 2012). Gre za vonj, ki se razvije ob segrevanju prašičjega mesa (natančneje 
maščobnega tkiva) in je običajno opisan kot vonj po živalih, potu, fekalijah in/ali urinu, kar 
negativno vpliva na kakovost mesa in posledično tudi na odločitev potrošnikov za nakup in 
konzumacijo (Fischer in Wüst, 2012; EFSA, 2004; Weiler in sod., 2000; Xue in Dial, 
1997). 
Kot preventivni ukrep za preprečevanje neprijetnega vonja mesa po merjascu v praksi še 
vedno najpogosteje izvajajo kastracijo mladih pujskov (v večini držav Evropske unije je 
kastriranih med 80 in 100 % pujskov), ki pa je zaradi vse večje skrbi za dobrobit živali 
sporna, saj poteka brez uporabe anestezije ali analgezije (EFSA, 2004). Evropska komisija 
je podprla iniciativo za ukinitev kastracije prašičkov. S predstavniki evropskih kmetov, 
trgovcev, mesne industrije, raziskovalcev in veterinarjev ter nevladnih organizacij, ki se 
zavzemajo za dobrobit živali, je podpisala deklaracijo o alternativah za kirurško kastracijo 
prašičev (European Declaration on alternatives to surgical castration of pigs, 2010), s 
katero naj bi do 1. januarja 2018 kirurško kastriranje povsem opustili. Zaradi bližajočih se 
sprememb v večini evropskih držav pospešeno iščejo alternativne metode za preprečevanje 
nastanka neprijetnega vonja prašičjega mesa. Kot ena izmed alternativ se pojavlja rešitev s 
spremembo krme oz. s specifičnim pitanjem prašičev (Žemva in sod., 2012), s katerim bi 
vplivali na zmanjšanje neprijetnega vonja. Za pojav neprijetnega vonja sta v največji meri 
odgovorna metabolni produkt črevesnih mikroorganizmov skatol (3-metil indol) in spolni 
hormon androstenon (5α-androst-16-en-3-on) (Patterson, 1968; Devine in Dikeman, 2004). 
Produkcija skatola je odvisna od delovanja črevesne mikrobiote, razpoložljivosti substrata 
ter od pH v črevesu, na kar lahko vplivamo s prehrano (Wesoly in Weiler, 2012). V 
nekaterih študijah so že pokazali vpliv količine in vrste proteinov ter ogljikovih hidratov v 
krmi na metabolizem dušikovih spojin (triptofan) in s tem na nastanek skatola. Jensen in 
sod. (1995) so pokazali, da je produkcija skatola odvisna od količine proteinov, ki vstopajo 
v slepo in debelo črevo in od proteolitične aktivnosti črevesne mikrobiote. Fermentacijo 
proteinov v slepem in debelem črevesu  lahko zmanjšamo z uporabo krme, ki vsebuje lažje 
prebavljive vire proteinov (npr. kazein). Tako se zmanjša količina proteinov, ki gredo 
skozi slepo in debelo črevo in zmanjša produkcija skatola ter koncentracija skatola v 
maščobnem tkivu.  
Krma z visoko vsebnostjo ogljikovih hidratov (pesni rezanci, fruktooligosahardi, surov 
krompirjev škrob in volčji bob), ki se ne prebavijo v tankem črevesu, tudi zmanjšuje 
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produkcijo skatola, saj povzroči povečane koncentracije butirata, ta pa zavira apoptozo 
celic, kar pomeni manj triptofana za sintezo skatola. Več lahko prebavljivih ogljikovih 
hidratov (cikorija), poveča mikrobno aktivnost v gastrointestinalnem traktu, zato se več 
triptofana porabi za sintezo bakterijskih proteinov. Nekateri ogljikovi hidrati zmanjšajo 
aktivnost proteolitičnih bakterij, kar lahko vodi v slabšo razgradljivost krmnih beljakovin 
in posledično v nižje koncentracije triptofana in skatola. Po drugi strani pa lahko večja 
količina zgoraj naštetih prehranskih vlaknin povzroči, da pride do debelega črevesa tudi 
več neprebavljenih proteinov, med njimi tudi triptofana, ki se v debelem črevesu razgradi 
do skatola  (Jensen in sod., 1995). 
Sam dodatek triptofana pa ne spremeni koncentracije skatola v fecesu prašičev. Po tem 
lahko sklepamo, da je prosti triptofan absorbiran v tankem črevesu in tako ni na voljo 
črevesni mikrobioti (Wesoly in Weiler, 2012).  
Ker je znano, da tanini vplivajo na prebavljivost beljakovin in tudi na črevesno mikrobioto, 
lahko sklepamo na njihov potencialni vpliv na metabolizem skatola in posledično na vonj 
mesa. S poskusom, ki je vključeval analizo vzorcev črevesne vsebine 29 prašičev, 
krmljenih s krmo z dodatkom različnih koncentracij taninskega izvlečka kostanja, smo 
proučili vpliv taninov na spremembe v strukturi črevesne mikrobiote prašičev. 
 
1.1 NAMEN DELA 
Namen magistrskega dela je bil ugotoviti spremembe v strukturi črevesne mikrobiote, ki bi 
lahko v povezavi s specifično prehrano prašičev (dodatek taninov) vplivala na nastanek 
skatola, enega glavnih povzročiteljev neprijetnega vonja prašičjega mesa.  
1.1.1 Delovna hipoteza 
Tanini v krmi bodo povzročili opazne spremembe v strukturi črevesne mikrobiote, kar se 














Slavec A. Vpliv taninov v krmi na spremembe v strukturi črevesne mikrobiote prašičev. 
   Mag. delo (Du 2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 3 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 NEPRIJETEN VONJ PO PRAŠIČU 
Prašiče, vzrejene za proizvodnjo mesa, poleg drugih vzrejnih razlogov (zamaščenost 
klavnih trupov, spolno obnašanje prašičev) kastrirajo predvsem zaradi neprijetnega vonja, 
ki ga uporabniki še posebej zaznajo pri segrevanju produktov iz prašičjega mesa. Na razvoj 
neprijetnega vonja vplivajo mnogi dejavniki, med katerimi so genetski, starost, telesna 
masa in hormonski status živali, ključno vlogo pa igra stopnja produkcije in metabolnih 
procesov snovi, ki so odgovorne za neprijeten vonj. S spreminjanjem naštetih dejavnikov 
lahko vplivamo na prisotnost neprijetnega vonja (Zamaratskaia in Squires, 2009).  
Evropska agencija za varnost hrane (European Food Safety Authority – EFSA) je 
predstavila strategije za preprečitev nastanka neprijetnega vonja prašičjega mesa in jih 
razdelila v tri sklope, in sicer na: ukrepe na živih živalih, ukrepe na klavnih trupih in 
ukrepe na mesu, ki se nadalje ločijo, kot je opisano spodaj: 
 
 
Slika 1: Strategije za preprečitev pojava neprijetnega vonja prašičjega mesa (EFSA, 2004). 
Zaradi težnje po prepovedi kirurške kastracije prašičev se kot alternativa pojavlja tudi 
rešitev s specifičnim pitanjem prašičev za prirejo mesa (Žemva in sod., 2012), s katerim bi 
vplivali na zmanjšanje neprijetnega vonja, ki ga v največji meri povzročata skatol (3-metil 
indol) in androstenon (5α-androst-16-en-3-on) (Zamaratskaia in Squires, 2009). Prvi je 
produkt razgradnje triptofana, ki so ga leta 1970 iz prašičjega maščobnega tkiva izolirali 
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Vold (Vold, 1970, cit. po. po Bonneau in sod., 1999) ter Walstra in Maarse (Walstra in 
Maarse, 1970, cit. po. po Bonneau in sod., 1999), androstenon pa je testikularni steroid z 
izrazitim vonjem po urinu, ki ga je prvi izoliral Patterson leta 1968 (Patterson, 1968). 
Androstenon je feromon, ki se izloča preko sline in sproža spolno vedenje pri svinjah.  
Slika 2: Shema povezav pri tvorbi in nalaganju androstenona ter skatola (Batorek Lukač in sod., 2015). 
Poleg skatola in androstenona v veliko manjši meri k neprijetnemu vonju prispevajo še 
indol, spojine, ki nastanejo po oksidaciji lipidov (kratkoverižne maščobne kisline, ketoni in 
aldehidi), drugi produkti črevesnih metabolnih procesov (fenolne spojine), dušikove 
spojine (amonijak) in hlapne žveplove spojine (Fischer in sod., 2014; Rideout in sod., 
2004). K neprijetnemu vonju prispevata tudi feromona 3α-androstenol in 3β-androstenol 
(Fischer in Wüst, 2012). 
 
2.1.1 Skatol 
Skatol je končni produkt bakterijske razgradnje aminokisline triptofan v debelem črevesu 
prašičev. Produkcija skatola se skozi črevesje povečuje in doseže maksimum v zadnjem 
delu debelega črevesa. Več kot 80 % skatola, proizvedenega v črevesu, se absorbira preko 
črevesne stene v kri in se preko portalne vene prenese v jetra. Tam več kot polovico 
absorbirane količine skatola razgradijo citokromski P450 izoencimi CYP2E1 in CYP2A ter 
aldehid oksidaze. Jetrni metabolizem skatola je pomemben za njegovo akumulacijo v 
maščobi, visoka aktivnost obeh izoencimov je namreč povezana z nizkim nalaganjem 
skatola v maščobnem tkivu (Babol in sod., 1997; Zamaratskaia in Squires, 2009). Preostali 
skatol se izloči v fecesu. Razgradnja v jetrih se med moškimi in ženskimi osebki razlikuje, 
pri moških je manjša (Xue in Dial, 1997). 
Presnovki skatola se izločijo z urinom, nerazgrajeni skatol pa se zaradi lipofilnih 
značilnosti nalaga v maščobnem tkivu. Večja količina naloženega skatola, nad 0,20 ppm, 
povzroča zaznaven neprijeten vonj mesa oziroma maščobe v mesu (Zamaratskaia in sod., 
2004; Jensen, 2005). Mejna koncentracija skatola v maščobnem tkivu v hrbtnem predelu, 
ki jo začuti uporabnik, je 200 ng/g (Lundström in sod., 2009; Walstra in sod., 1999). Glede 
na opisano pot je skatol možno odkriti v vsebini debelega črevesa, v krvni plazmi, jetrih, 
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urinu in maščobi (Žemva in sod., 2012). Na vsebnost skatola v maščobi prašičev vpliva 
več dejavnikov, npr. sestava krme, strategija krmljenja, okoljski dejavniki, starost prašičev 
(puberteta), genetski vpliv in aktivnosti jetrnih encimov, ki so vključeni v metabolizem 
skatola (Zamaratskaia in sod., 2004).  
Vsebnost skatola se spreminja s starostjo (Zamaratskaia in sod., 2004). Starost lahko 
zajema tudi spolno dozorevanje in s tem povečan vpliv androstenona na vsebnost skatola 
(adrostenon zavira razgradnjo skatola) (Žemva in sod., 2012). 
V literaturi sta omenjana dva glavna izvora triptofana. Prvi izvor je povezan z razgradnjo 
proteinov, v katerih je tudi triptofan in so sestavni del krme, drugi pa z mikrobno 
razgradnjo odmrlih celic črevesne sluznice. Oba vira lahko pomembno zmanjšamo s 
spreminjanjem krme (Fischer in Wüst, 2012). Z dodajanjem surovega krompirjevega 
škroba v krmo vzpodbudimo nastanek kratkoverižnih maščobnih kislin, še posebej butirata, 
ki zmanjša apoptozo epitelnih celic v črevesu, s tem pa se zmanjša število odmrlih celic, ki 
so eden glavnih virov triptofana (Chen in sod., 2007). 
Metabolna pretvorba skatola poteka v dveh korakih. Najprej se triptofan pretvori v 3–indol 
ocetno kislino, ki se v naslednjem koraku pretvori v skatol.  Prvi korak so opisali pri 
bakterijskih sevih iz vrste Escherichia coli in iz rodu Clostridium, drugega pa pri 
bakterijskih sevih iz rodov Clostridium in Bacteroides (Slika 3) (Wesoly in Weiler, 2012). 
Pri prežvekovalcih so ključne pri pretvorbi indol ocete kisline v skatol tudi bakterije iz 
rodov Lactobacillus, ki jih najdemo tudi pri prašičih. Količina skatola je tako primarno 
regulirana z dostopnostjo triptofana in sestavo ter aktivnostjo mikrobne združbe v črevesu. 
Nivo skatola naraste v puberteti, največkrat po vzponu testikularnih steroidov (Diaz, 2000). 
 
 
Slika 3: Skatol nastaja v dveh korakih: prvi korak je deaminacija in dekarboksilacija L-triptofana do indol-
ocetne kisline, drugi korak pa dekarboksilacija indol ocetne kisline do skatola, pri kateri naj bi 
sodelovale predvsem bakterije iz rodov Bacteroides, Clostridium in Lactobacillus  (Diaz, 2000). 
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2.2 TANINI 
Tanine delimo v dve skupini: 
 hidrolizirani tanini, ki imajo največkrat v jedru glukozo ali nek polihidridni 
alkohol, esterificiran z galno kislino (galotanini) ali heksahidrooksidifenično 
kislino (ellagitanini) 
 kondenzirani ali nehidrolizirani tanini, ki so polimeri flavan-3-olov (katehini) in 
flavan 3,4 diolov (leukoantocianidi) (EFSA, 2005).  
 
Slika 4: Klasifikacija taninov (Khanbabaee K. in Van Ree T., 2001). 
Tanini imajo lahko antioksidativne, antikancerogene, protivnetne, protibakterijske, anti 
HIV- replikacijske lastnosti (Landete, 2011). Prvotno so jih obravnavali kot antinutriente 
(snovi, ki zmanjšajo prebavljivost in absorpcijo hranilnih snovi) (Jansman, 1993). So 
sekundarni metaboliti rastlin (Marin in sod., 2015; Jansman, 1993) in jih najdemo v sadju, 
oreščkih, zeliščih, semenih in plodovih (maline, granatno jabolko, brusnice, borovnice, 
jagode, grozdje, šipek, orehi, mandlji, žir, želod). Biotransformacija polifenolov iz krme je 
v gastrointestinalnem traktu odvisna od strukture polifenolov, na katero delujejo črevesni 
encimi in črevesni mikroorganizmi (Marin in sod., 2015). Če s tanini krmimo 
monogastrične živali, se tanini vežejo s proteini ter tvorijo z njimi kompleksne spojine. 
Tako lahko zmanjšajo vnos ter prebavljivost hranil (EFSA, 2005). 
Fischer in Wüst (2012) sta predstavila primer raziskave vpliva taninov v krmi na 
prostoživečih prašičih. V polovici vzorcev (n = 20) sploh niso zaznali skatola, medtem ko 
je bil nivo skatola v preostalih vzorcih zanemarljivo majhen (največ 14 ng/g). Kot enega 
od razlogov za tako nizko koncentracijo skatola, ki je ključen za nastanek neprijetnega 
vonja mesa pri domačih prašičih, avtorja navajata tudi sestavo krme prostoživečih 
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prašičev. Prostoživeči prašiči so omnivori in med njihovo prehrano najdemo tudi žir, želod 
in različna žita, ki vsebujejo tanine. 
Vpliv taninov se spreminja glede na tip tanina, količino zaužitega tanina in vrsto živali. Pri 
prežvekovalcih so ugotovili zmanjšanje koncentracije skatola v maščobi jagnjet ter 
posledično manj neprijetnega vonja mesa pri jagnjetih, ki so bila krmljena s tanini (Priolo 
in sod., 2008). Pri ovcah so dokazali manjše količine skatola v mleku in plazmi ovac, saj 
tanini zmanjšajo razgradnjo proteinov v vampu (Roy in sod., 2002). Dodatek izvlečkov 
različnih rastlin, bogatih s tanini, lahko zavira mikrobno aktivnost posredno ali neposredno 
z zmanjšanjem dostopnosti proteinov za mikrobni metabolizem. Omenjeni izvlečki so pri 
ovcah uspešno zmanjšali količino skatola in vitro in in vivo (Tavendale in sod., 2005 po 
Wesoly in Weiler, 2012; Roy in sod., 2002 po Wesoly in Weiler, 2012). 
 
2.3 PREBAVNI TRAKT PRAŠIČA 
Prebavila prašiča sestavljajo usta, žrelo, požiralnik, želodec, tanko črevo, slepo črevo in 
debelo črevo ali kolon. Proces prebave se začne v ustih z mehansko razgradnjo, ki 
vključuje žvečenje in mešanje hrane s slino. Sledi izločanje prebavnih sokov iz žlez, ki 
sodelujejo pri prebavi. V enodelnem želodcu in tankem črevesu poteka kemični proces 
prebave, pri katerem sodelujejo encimi. V tankem črevesu poteka prebava predvsem zaradi 
delovanja pankreasnih in črevesnih encimov ter žolča. V slepem in debelem črevesu pa 
poteka mikrobna razgradnja in fermentacija krme (Gros, 2010). Debelo črevo je glavno 
mesto absorpcije tekočin in elektrolitov ter kratkoverižnih maščobnih kislin, ki jih 
proizvedejo mikrobi v slepem črevesu in kolonu z aktivno fermentacijo do takrat 
neprebavljenih hranljivih snovi ter endogenih izločkov (odmrlih celic črevesnega epitela, 
encimov, žolča,...). Ključna pri celotnem procesu je učinkovita absorpcija hranil skozi 
steno prebavil v kri oziroma limfo. Glavna mehanizma pri prebavi sta hidroliza in 
fermentacija (Lærke in Hedemann, 2012). Prašiči so evolucijsko omnivori, vendar 
večinoma uživajo krmo rastlinskega izvora. Kakšna prebava bo pri njih prevladovala, je 
odvisno od vrste krme, ki jo uživajo. Če se hranijo pretežno z mesom, poteka predvsem 
encimska prebava, kadar pa se hranijo pretežno z rastlinami, prevladuje t.i. mikrobna 
prebava (Gros, 2010).  
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Slika 5: Prebavni trakt prašiča. KE/ml – število kolonijskih enot v ml vsebine želodca. KE/g – število 
kolonijskih enot v g vsebine črevesja (Lærke in Hedemann, 2012; Gedek, 1991). 
 
2.4 ČREVESNA MIKROBIOTA PRI PRAŠIČIH 
Črevesna mikrobiota pomembno vpliva na zdravje prašičev in njihov metabolizem (Slifierz 
in sod., 2015). Dosedanje raziskave črevesne mikrobiote pri prašičih so pokazale veliko 
raznolikost mikrobnih populacij. Identificirali so najmanj sedem bakterijskih debel ter 
preko 170 rodov bakterij. Med debli pri odraslih prašičih več kot 90 % predstavljajo 
predstavniki debel Firmicutes (firmikuti) in Bacteroidetes (bakteriodete), kar je podobno 
kot v črevesu drugih živali in tudi človeka (Kim in sod., 2011). Pri mladih prašičih se v 
prvih sedmih tednih življenja mikobiota črevesja zelo spreminja. Starejši kot so, bolj je 
stabilizirana. V mladosti se tako v velikem številu pojavijo tudi predstavniki debla 
Proteobacteria, katerih številčnost pa se z leti manjša (Slifierz in sod., 2015). Črevesna 
mikrobiota pri odraslih prašičih se bistveno razlikuje med tankim črevesom in debelim 
črevesom. V tankem črevesu prevladujejo aerobni in fakultativno anaerobni 
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2.5 PRISTOPI K PROUČEVANJU STRUKTURE ČREVESNE MIKROBNE ZDRUŽBE 
Mikrobno združbo v gastrointestinalnem traktu prašičev znanstveniki proučujejo med 
drugim zato, da bi lahko povečali uspešnost reje, izboljšali kakovost živalskih proizvodov 
ter omejili ali celo preprečili razvoj bolezni (Simpson in sod., 1999). Mikrobna združba 
gastrointestinalnega trakta dolgo časa ni bila dobro poznana. Temu so botrovale 
tradicionalne metode, ki temeljijo na gojenju in so zato dolgotrajne, gojimo pa lahko le 
majhen delež mikroorganizmov. Uporaba molekularnih pristopov, ki temeljijo na 
pridobivanju in analizi sekvenc informativnih genov (najpogosteje tistih za 16S rRNA), je 
omogočila bolj poglobljeno preučevanje mikrobne združbe v gastrointestinalnem traktu. Te 
metode so neposredne, občutljive in zanesljive za ugotavljanje pestrosti mikrobne združbe 
v prebavilih. Danes znanstveniki najpogosteje izvajajo metagenomske študije mikrobnih 
združb, ki temeljijo na novih načinih sekvenciranja nukleinskih kislin (t.i. NGS), še vedno 
pa uporabljajo tudi veliko cenejše pristope tipiziranja kompleksnih mikrobnih združb, npr. 
metodo DGGE, ki prav tako omogočajo vpogled v vrstno raznolikost mikroorganizmov 
(Leser in sod., 2002; Lázaro in Hernandez, 2006; Thomas in sod., 2012). 
 
2.5.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v gradientu denaturanta (DGGE) 
DGGE je molekularna metoda za neposredno ugotavljanje genetske pestrosti kompleksnih 
mikrobnih populacij. Postopek temelji na zmanjšanju elektroforetske mobilnosti delno 
denaturirane dvoverižne DNK v poliakrilamidnem gelu, ki vsebuje linearni gradient 
denaturanta (mešanice uree in formamida). Ko DNK domena z najnižjo temperaturo tališča 
(Tm) doseže svojo Tm na določenem mestu v denaturirajočem gelu, se vijačnica razklene in 
migracija molekule se upočasni ali ustavi. Za optimalno ločitev pomnožkov reakcije PCR 
je potrebno na 5' – konec enega od začetnih oligonukleotidov priključiti t.i. GC čeljust, - 
t.j. 40 bp dolga veriga sestavljena le iz parov GC. Ta del verige je odporen na denaturacijo 
in omogoča, da se verigi DNK ne razkleneta popolnoma v dve enoverižni molekuli DNK, 
ki bi v gelu potovali hitreje (Myers in sod., 1985). Razlike v sekvencah znotraj domen 
pomenijo razlike v Tm, zato se DNK z razlikami v sekvenci ustavijo na različnih mestih v 
gelu. V takšnem gelu lahko torej ločimo DNK dele z enako dolžino, a različno sekvenco 
baznih parov (Muyzer in sod. 1993; The DCode
TM
…, 1996). 
Izbrano variabilno regijo gena za 16S rRNA najprej pomnožimo v običajni reakciji PCR 
(verižna reakcija s polimerazo). Pomnožke nato ločimo v poliakrilamidnem gelu z linearno 
naraščajočim gradientom denaturanta in tako dobimo profil pomnoženih odsekov 
ribosomskih genov iz različnih vrst, ki so prisotne v proučevani mikrobni združbi (Walter 
in sod., 2000). Z analizo DGGE pridemo do informacij o razlikah v izbranih genskih 
odsekih v proučevani mikrobni populaciji, če se te razlikujejo za najmanj en bazni par 
(Piwat in Teanpaisan, 2013). Mesto in relativna intenziteta posamezne lise nam v 
semikvantitativnem smislu pokaže prisotnost in relativen delež posamezne populacije v 
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mikrobni združbi. S tehniko DGGE lahko zaznamo populacije, ki predstavljajo vsaj 1 % 
preučevane združbe, ne dobimo pa direktnih informacij o taksonomski sestavi mikrobiote. 
Simpson in sod. (1999) so pokazali, da je DGGE učinkovita tehnika za ugotavljanje razlik 
v strukturi mikrobnih združb prebavnega trakta glede na starost in prehrano prašičev ter 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Vzorci 
Poskus na živalih je bil izveden v okviru projekta »Reja merjaščkov ali imunokastracija: 
raziskave ukrepov za zmanjšanje vonja po merjascu in novih problemov kakovosti 
proizvodov« pod vodstvom dr. Marjete Čandek-Potokar iz Kmetijskega inštituta v 
Ljubljani. Za magistrsko delo smo uporabili vzorce črevesne vsebine slepega črevesa (CE), 
navzgor potekajočega dela kolona (CA) in navzdol potekajočega dela kolona (CD) 
prašičev. Prašiči (29 križancev, pasem landrace x veliki beli prašič) so bili pri starosti 123 
dni individualno vhlevljeni v petih poskusnih skupinah in krmljeni s komercialno krmo 
BEK-2, Jata Emona d.o.o., Ljubljana, Slovenija (podrobnosti so navedene v Zamratskaia in 
sod., 2015) z različnim deležem dodanega taninskega izvlečka kostanjevega lesa (1 %, 
2 %, 3 % in mikrokapsuliranim taninom, ki je vseboval 1,2 % taninskega izvlečka (µ-ink) 
(Farmatan, Tanin Sevnica)). Uporabili smo tudi vzorce črevesne vsebine kontrolnih 
prašičev, ki so bili krmljeni s komercialno krmno mešanico brez taninskega izvlečka. Ob 
zakolu so bile živali stare 193 dni in težke 122 ± 10 kg (živa teža) (Čandek-Potokar in sod., 




Zaradi premajhne količine črevesne vsebine navzdol potekajočega kolona (CD) dveh 
kontrolnih živali, omenjenih vzorcev nismo vključili v analizo. 
 
3.1.2 Kemikalije 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij. 
Kemikalija Proizvajalec 
Absolutni alkohol Sigma – Aldrich, ZDA 
Akrilamid:bisakrilamid (37:1) Sigma – Aldrich, ZDA 
Amonijev persulfat – APS Sigma – Aldrich, ZDA 
Borova (V) kislina (H3BO3) Merck, Nemčija 
Bromfenol modro Serva, Nemčija 
Formamid Fluka, Švica 
Glicerol  Kemika, Hrvaška 
Heksadeciltrimetil amonijev bromid – CTAB Sigma – Aldrich, ZDA 
Se nadaljuje… 
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Kemikalija  Proizvajalec 
dNTP mix – mešanica deoksiribonukleotidov za PCR Thermo Scientific, ZDA 
Etilendiaminotetraocetna kislina - EDTA, pH 8,0 Merck, Nemčija 
Etanol Merck, Nemčija 
Fenol:kloroform:izoamilalkohol (25:24:1), pH 8,0 Calbiochem, ZDA 
Izopropanol Merck, Nemčija 
Kloroform Merck, Nemčija 





Ksilen cianol Sigma-Aldrich, ZDA 
MgCl2 Merck, Nemčija 
Natrijev klorid – NaCl Merck, Nemčija 
Ocetna kislina – CH3COOH, 96% 
 
Merck, Nemčija 
DNK polimeraza GoTaq® Promega, ZDA 
Sea Kem LE agaroza 
 
Lonza, ZDA 




Thermo Scientific, ZDA 
 
Tris - HCl Merck, Nemčija 
Urea Merck, Nemčija 
Velikostni standard GeneRuler 1kb DNA Ladder Thermo Scientific, ZDA 
Voda brez nukleaz Sigma – Aldrich, ZDA 
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3.1.3 Pufri in raztopine 
Preglednica 2: Seznam in sestava uporabljenih pufrov in raztopin. 
Pufer/raztopina Sestava 
CTAB/NaCl 10 ut. % CTAB 
0,7 M NaCl 
Pufer za lizo 500 mM NaCl 
50 mM Tris - HCl 
50 mM EDTA 
4 vol.% SDS 
TAE 40 mM Tris 
20 mM CH3COOH 
1 nM EDTA 
TBE 0,045 M Tris 
0,045 M H3BO3 
1 Mm EDTA 
TE 10 mM Tris-HCl 
1 mM EDTA 
Nalagalni pufer za DGGE 0,25 vol. % bromfenol modro 
0,25 vol. % ksilen cianol 
40 ut. % saharoze 
Nalagalni pufer za agarozni gel 0,05 vol. % bromfenol modro 
0,05 vol. % ksilen cianol 
70 ut. % glicerol 
 
3.1.4 Začetni oligonukleotidi 
Regijo V2-V3 16S ribosomske DNK bakterij (tarčno mesto med 339 in 539 po E.coli ), 
smo pomnožili iz DNK, ki smo jo izolirali iz črevesne vsebine preiskovanih prašičev. V 
reakciji PCR smo uporabili univerzalne bakterijske začetne oligonukletide HDA1-GC in 
HDA2 (Van de Peer in sod., 1996). Dodatek t.i. GC klešč na enem od začetnih 
oligonukleotidov je zagotovil, da je pomnoženi dvoverižni odsek DNK med elektroforezo 
kljub prisotnosti denaturanta ostal povezan (ni popolnoma disociiral) (Myers in sod., 
1985). 
Sekvenca uporabljenih začetnih oligonukleotidov (Walter in sod., 2000): 
 HDA1-GC: 5'-cgc ccg ggg cgc gcc ccg ggc ggg gcg ggg gca cgg ggg gAC TCC 
TAC GGG AGG CAG CAG T-3'; (GC klešče so zapisane z majhnimi črkami) 
 HDA2 5'-GTA TTA CCG CGG CTG CTG GCA C-3' 
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3.1.5 Laboratorijska oprema 
Preglednica 3: Seznam uporabljene laboratorijske opreme. 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Avtoklav A-21CA Kambič laboratorijska oprema, Slovenija 
Centrifuga s hlajenjem: Mikro 200R  Hettich, Nemčija 






Elektroforezna kad: MINI-SUB ter WIDE MINI-
SUB CELL GT 
Bio-Rad, ZDA 
Hladilnik Gorenje, Slovenija 





 BioSpec, ZDA 
Homogenizator: Precellys 25 Bertin Tehnologies, Francija 
Magnetno mešalo  
Napajalnik: Power Pac Bio-Rad, ZDA 
Naprava za zajem slike gelov: Gel Doc 1000 Bio-Rad, ZDA 
Ciklični termostat MyCycler
TM 
Thermal Cycler Bio-Rad, ZDA 
pH-meter Eutech, Singapur 
Plinski gorilnik  
Pipete z nastavljivim volumnom Thermo Scientific, ZDA 
Ultrazvočni razbijalec: Soniprep150 MSE, Velika Britanija 




Biochrom, Velika Britanija 
tehtnica: PN163 in P1210 Mettler Toledo, Slovenija 
Termoblok za mikrocentrifugirke: CH-100  Biosan, Latvija 
Sistem za dokumentacijo gelov: ChemiGenious
2
 
Bio-Imaging Gel Doc System 
Syngene, Velika Britanija 
Vibracijsko mešalo: VORTEX-GENIE 2 Scientific Industries, ZDA 
Zamrzovalnik Gorenje, Slovenija 
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3.1.6 Računalniški programi 
Preglednica 4: Seznam uporabljenih računalniških programov. 
Računalniški program za zajem slik gelov DGGE: 
GeneSnap 
Syngene, Velika Britanija 
Računalniški program za statistično obdelavo slik 
gelov DGGE: BioNumerics 
Applied Maths, Belgija 
Računalniški program Microsoft Excel 
Računalniški program za zajem slik gelov: GEL 
DOC 1000: MolecularAnalyst software Version1.5 
Microsoft, ZDA 
Bio-Rad, ZDA 
Bioinformacijski program za obdelavo podatkov: 
Mothur v.1.36.1 
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3.2 METODE 
3.2.1 Shema dela 
 
Slika 6: Shema dela. 'CE' – slepo črevo, 'CA' – navzgor potekajoči del kolona, 'CD' – navzdol potekajoči del 
kolona prašičev. 
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3.2.2 Osamitev skupne mikrobne DNK iz vzorcev 
Skupno mikrobno DNK smo iz zamrznjenih (- 20 °C) vzorcev črevesne vsebine prašičev 
osamili na več različnih načinov. 
 
3.2.2.1 Razbijanje mikrobnih celic z ultrazvokom ter kemijsko čiščenje s CTAB ter fenol-
kloroformom 
Za fizikalno razbijanje mikrobnih celic z ultrazvokom ter kemijsko čiščenje smo 300 mg 
zamrznjene črevesne vsebine resuspendirali v 800 µl pufra TE ter centrifugirali (7000 × g, 
5 min), odstranili supernatant in pelet raztopili v 600 µl pufra TE. Sledilo je razbijanje 
bakterijskih celic z ultrazvočnim razbijalcem. Potekalo je v treh ciklih s po 30 sekundnim 
delovanjem pri amplitudi 6 ter 15 sekundnim premorom med razbijanjem. Obdelane 
vzorce smo centrifugirali (10000 × g, 8 min) ter supernatant prenesli v sterilno 
mikrocentrifugirko. Dodali smo 100 µl 5 M NaCl, dobro premešali ter dodali še 80 µl 
CTAB, segretega na 65 °C. Tako obdelane vzorce smo inkubirali 10 minut pri 65 °C. Po 
inkubaciji smo vzorcem dodali enak volumen kloroforma, premešali ter centrifugirali 
(10000 × g, 10 min). Vodno fazo smo prenesli v svežo sterilno mikrocentifugirko in ji 
dodali 500 µl mešanice fenol:kloroform:izoamilalkohol (25:24:1). Po centrifugiranju 
(11000 × g, 25 min) smo ekstrakcijo s kloroformom ponovili. Po zadnjem centrifugiranju 
smo vodno fazo prenesli v sterilno mikrocentrifugirko in dodali 60 vol. % izopropanola ter 
po centrifugiranju (14000 × g, 5 min) previdno odstranili supernatant. Pelet smo sprali s 
hladnim 70 % etanolom (1 ml) in centrifugirali (14000 × g, 5 min). Nato smo odstranili ves 
etanol in pelet posušili ob odprtem gorilniku. Izolirano DNK smo na koncu raztopili v 
50 µl hladnega TE pufra. 
 
3.2.2.2  Razbijanje mikrobnih celic s kroglicami v homogenizatorju ter kemijsko čiščenje s 
CTAB ter fenol-kloroformom 
Metoda se je od prejšnje (3.2.2.1) razlikovala le v načinu fizikalnega razbijanja celic. Za 
razbijanje celic smo uporabili cirkonijeve kroglice in dva različna homogenizatorja: Mini-
Beadbeater
TM
 (BioSpec) in Precellys 25 (Bertin Tehnologies). Vzorce črevesne vsebine 
smo zmešali z 0,3 g cirkonijevih kroglic s premerom 0,1 mm ter 0,1 g cirkonijevih kroglic 
s premerom 0,5 mm (Roth). S homogenizatorjem Mini-Beadbeater
TM
 smo vzorce stresali s 
3000 tresljaji na minuto v treh ciklih po 30 sekund. V presledkih smo vzorce hladili eno 
minuto na ledu. S homogenizatorjem Precellys 25 smo mikrobne celice razbijali s 5000 
tresljaji na minuto, trikrat po 30 sekund z 10 sekundnim vmesnim hlajenjem na ledu. 
Nadaljevanje osamitve DNK je potekalo po postopku s fenolom in kloroformom (opisano 
v poglavju 3.2.2.1.). 
 
Slavec A. Vpliv taninov v krmi na spremembe v strukturi črevesne mikrobiote prašičev. 
   Mag. delo (Du 2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 18 
3.2.2.3 Osamitev DNK s kemijsko in mehansko lizo po prirejeni metodi ponavljajočega 
razbijanja s kroglicami v homogenizatorju  
DNK smo izolirali tudi po prirejeni metodi ponavljajočega razbijanja s kroglicami v 
homogenizatorju Precellys 25 (angl. repeated bead beating), katere protokol smo povzeli in 
priredili po članku Yu in Morrison (2004). V postopku optimizacije metode smo uporabili 
različne količine vzorcev vsebine iz navzdol potekajočega dela kolona (CD) in dve različni 
dolžini trajanja razbijanja celične stene (Preglednica 5). 
Preglednica 5: V poskusu optimizacije metode osamitve DNK s kemijsko lizo po prirejeni metodi 
ponavljajočega razbijanja s kroglicami v homogenizatorju, smo pripravili naslednje vzorce črevesne vsebine 
iz navzdol potekajočega dela kolona (CD) po navodilih. 
Zap. št. Oznaka vzorca  Količina vzorca 
(mg) 
Število ciklov razbijanja celične stene s kroglicami v 
homogenizatorju (30 s) 
1 CD 15 100 mg 2 
2 CD 21 100 mg 2 
3 CD 11 100 mg 2 
4 CD 15 10 mg 2 
5 CD 21 10 mg 2 
6 CD 11 10 mg 2 
7 CD 15 10 mg 3 
8 CD 21 10 mg 3 
9 CD 11 10 mg 3 
10 CD 21 1 mg 3 
 
100 mg črevesne vsebine smo raztopili v 900 µl fiziološke raztopine ter suspenzijo 
premešali z vibracijskim mešalom. V postopku osamitve DNK smo uporabili 100 oz. 10 µl 
suspenzije, kar je zneslo za 10 oz. 1 mg vzorca.  
V končni, optimizirani izvedbi osamitve mikrobne DNK, smo uporabili 20 mg vzorca 
črevesne vsebine. Da bi zmanjšali napake pri tehtanju majhnih količin vzorca, smo 
zatehtali 200 mg vzorca in ga resuspendirali v 800 µl fiziološke raztopine. Iz tako 
pripravljene suspenzije smo za osamitev skupne mikrobne DNK odvzeli 100 µl in jo 
prenesli v sterilno mikrocentrifugirko. Dodali smo 1 ml pufra za lizo (sestava opisana v 
Preglednici 2) ter mešanico cirkonijevih kroglic (0,3 g 0,1 mm ter 0,1 g 0,5 mm) (Roth). 
Tako pripravljeno suspenzijo smo homogenizirali trikrat po 30 sekund s homogenizatorjem 
Precellys 25 s 5000 tresljaji na minuto. Vzorce smo nato inkubirali pri 70 °C za 15 minut z 
vmesnim nežnim mešanjem na vsakih 5 minut. Po centrifugiranju (16000 × g, 5 min, 4 °C) 
smo supernatant prenesli v sterilno mikrocentrifugirko. Dodali smo 300 µl svežega pufra 
za lizo ter ponovili homogenizacijo kot prvič, vendar brez dodatka cirkonijevih kroglic. Po 
centirfugiranju (16000 × g, 5 min, 4 °C) smo supernatant prenesli v sterilno 2 ml 
mikrocentrifugirko, dodali 260 µl 10M amonijevega acetata in vsebino premešali z 
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vibracijskim mešalom ter jo 5 minut inkubirali na ledu. Po centrifugiranju (16000 × g, 
10 min, 4 °C) smo supernatant prenesli v dve sterilni 1,5 ml mikrocentrifugirki in vsakemu 
dodali enak volumen izopropanola, ga dobro premešali ter inkubirali na ledu za 30 minut. 
Po centrifugiranju (16000 × g, 15 min, 4 °C) smo odstranili ves supernatant in pelet sprali s 
70 % etanolom. Po centrifugiranju (14000 × g, 5 min) smo odstranili ves etanol in pelet 
posušili ob odprtem gorilniku ter ga nato raztopili v 100 µl ohlajenega TE pufra. 
 
3.2.2.4 Osamitev DNK z uporabo komercialnega kompleta 
Poleg opisanih metod smo DNK osamili tudi z uporabo komercialnega kompleta ZR Fecal 
DNA MiniPrep
TM
 po navodilih proizvajalca (Zymoresearch). Komplet omogoča hitro 
osamitev zelo kakovostne DNK brez prisotnih inhibitorjev (A260/A280 > 1,8). Za osamitev 
DNK smo uporabili 100 mg vzorca črevesne vsebine. 
 
3.2.3 Ugotavljanje koncentracije skupne DNK in ocene njene čistosti 
Koncentracijo in čistost DNK smo ugotavljali s spektrofotometrom NanoVue™ Plus (GE 
Healthcare). Ta omogoča merjenje absorbance pri valovnih dolžinah 260 ter 280 nm, 
določi pa tudi spekter absorbance od 220 – 330 nm. Maksimalna absorbanca za DNK je pri 
260 nm, pri 280 nm pa DNK absorbira približno pol toliko UV-žarkov. Čistost DNK 
določimo iz razmerja med absorbanco pri 260 nm in 280 nm. Če ni prisotnih proteinov, je 





3.2.4 Agarozna gelska elektroforeza 
Z agarozno gelsko elektroforezo smo preverjali uspešnost osamitve bakterijske DNK in 
nastanek specifičnih pomnožkov pri PCR. Za preverjanje uspešnosti osamitve bakterijske 
DNK smo uporabljali 0,8 % agarozni gel, za preverjanje nastanka specifičnih pomnožkov 
pri PCR pa 1,2 % agarozni gel. Za pripravo gela smo agarozo raztopili v 0,5 × TBE pufru 
(sestava v Preglednici 2). Vzorcem smo pred nanašanjem na gel dodali pufer za nanašanje 
vzorcev (sestava v Preglednici 2). Na gel smo nanesli tudi 2 µl velikostnega standarda 
GeneRuler 1 kb DNK Ladder, s pomočjo katerega smo kasneje ocenjevali velikost DNK. 
Elektroforeza je v elektroforezni banjici potekala 35 minut v 0,5 × pufru TBE pri 
konstantni napetosti 100 V. Po končani elektroforezi smo gele barvali 15 minut v raztopini 
etidijevega bromida (1µg/ml) in jih zatem še 30 minut razbarvali v destilirani vodi. Gele 
smo pregledali in slikali s sistemom za zajem slik Gel Doc 1000 in jih dokumentirali s 
programom Molecular Analyst 1.5 (Bio-Rad). 
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3.2.5 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Uspešnost osamitve mikrobne DNK smo preverjali z reakcijo PCR, v kateri smo s parom 
začetnih oligonukleotidov HDA1-GC in HDA2 pomnoževali 200 bp dolge odseke 
ribosomskih genov (16S rRNK) (glej poglavje 3.1.4). Pri optimizaciji smo uporabili 
polimerazo dveh različnih proizvajalcev, Fermentas in Promega. 
Pri uporabi polimeraze Fermentas smo v komori za pripravo mešanic PCR pripravili 20 µl 
reakcijsko mešanico s končnimi koncentracijami: 0,2 µM začetnih oligonukleotidov, 
0,2 mM dNTP, 2 mM MgCl2, 1 × Taq pufra za polimerazo Taq in 0,18 U/µl Fermentas 
polimeraze Taq. Na koncu smo dodali vodo brez nukleaz (Sigma-Aldrich) do volumna 
19 µl in 1 µl DNK. Polimerazo Fermentas smo uporabili pri preverjanju uspešnosti 
osamitve mikrobne DNK z različnimi metodami: s fizikalnim načinom razbijanja celic z 
ultrazvokom in s kroglicami v homogenizatorju ter kemijskim čiščenjem ter pri osamitvi 
DNK s kemijsko in mehansko lizo po prirejeni metodi ponavljajočega razbijanja s 
kroglicami v homogenizatorju. 
Za reakcije, v katerih smo uporabili polimerazo DNK GoTaq
®
 (Promega) smo pripravili 25 
µl reakcijske mešanice s končnimi koncentracijami: 0,5 µM začetnih oligonukleotidov, 
0,2 mM dNTP, 2,5 mM MgCl2, 1 × pufer GoTaq
®
 Flexi in 0,13 U/µl polimeraze DNK 
GoTaq®. Na koncu smo dodali še vodo brez nukleaz (Sigma-Aldrich) do volumna 24 µl in 
1 µl DNK. Polimerazo GoTaq
®
 smo uporabili pri preverjanju uspešnosti osamitve 
mikrobne DNK z metodo osamitve DNK s kemijsko in mehansko lizo po prirejeni metodi 
ponavljajočega razbijanja s kroglicami v homogenizatorju ter pri osamitvi DNK z uporabo 
komercialnega kompleta. 
Verižna reakcija z obema polimerazama je potekala v cikličnem termostatu MyCycler po 
enakem programu (Slika 7): 
 
 
Slika 7: Program reakcije PCR za začetne oligonukleotide HDA1-GC in HDA2 s polimerazo DNK GoTaq® 
(Promega) ter Fermentas (Thermo Scientific). 
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3.2.6 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v gradientu denaturanta (DGGE) 
Za ločevanje pomnožkov reakcije PCR smo uporabili metodo DGGE in sistem D GENE
TM
 
Denaturating Gel Electrophoresis System (Bio-Rad).  
Pripravili smo gele z 8 % poliakrilamidom, 1 × pufrom TAE in denaturantom iz 7 M uree 
in 40 % formamida v gradientu od 30 do 65 %. Pripravljenim raztopinam s 30 % oz. 65 % 
denaturanta smo dodali 130 μl 10 % amonijevega persulfata in 8,5 µl katalizatorja 
TEMED, ter s tem sprožili reakcijo polimerizacije. Gel smo vlili med 16 × 16 cm veliki 
stekleni plošči z 1 mm vmesnim distančnikom in ga pustili polimerizirati 3˗4 ure. Za 
ocenjevanje in primerjavo gelov smo na gel nanesli 5 µl standarda DGGE, ki je bil 
sestavljen iz desetih osamljenih pasov DGGE iz pomnožkov drugih fekalnih vzorcev. 
Standard DGGE je pripravil dr. Luka Lipoglavšek s Katedre za mikrobiologijo in 
mikrobno tehnologijo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. Pred nanašanjem 
vzorcev na gel smo pripravili 1 × pufer TAE, v katerem je potekala elektroforeza in ga 
segreli na 60 °C. Na gel smo pomnožke PCR nalagali s pomočjo nanašalnega pufra (20 µl 
vzorca in 20 µl nanašalnega pufra). Elektroforeza je potekala 16,5 ur pri 75 V, 70 mA in 
5 W. Po končani elektroforezi smo gele 20 minut barvali v 1 × raztopini barvila SYBR® 
Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific). Gel smo dokumentirali s sistemom za 
zajem slike Syngene ChemiGenious
2
 in programom GeneSnap. 
 
3.2.7 Obdelava podatkov 
Profile DGGE smo analizirali z računalniškim programom BioNumerics, ki omogoča 
statistično analizo gelov DGGE z normalizacijo na osnovi standardne lestvice. Za 
primerjavo profilov DGGE smo uporabili Pearsonov koeficient korelacije. Z metodo 
neutežene aritmetične sredine (UPGMA) smo iz matrike podobnosti izrisali dendrograme 
podobnosti profilov DGGE. Razlike med vzorci smo prikazali tudi z metodo glavnih osi 
(angl. Principal Coordinates Analysis, PCoA). Dodatno statistično analizo smo opravili z 
bioinformacijskim programom za obdelavo podatkov Mothur v.1.36.1 ter rezultate 
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4 REZULTATI 
4.1 FIZIKALNO RAZBIJANJE CELIC Z ULTRAZVOKOM IN S KROGLICAMI V 
HOMOGENIZATORJU TER KEMIJSKO ČIŠČENJE 
Za fizikalno razbijanje mikrobnih celic smo izbrali tri različne načine: ultrazvok in 
stresanje s cirkonijevimi kroglicami v dveh različnih homogenizatorjih (Precellys 25 in 
Mini-Beadbeater
TM
). Razbijanju celic je sledilo kemijsko čiščenje s CTAB in fenol-
kloroformom. Uspešnost osamitve mikrobne DNK smo preverili z reakcijo PCR. Pri tem 
smo uporabili par začetnih oligonukleotidov HDA1-GC in HDA2 ter polimerazo DNK 
Fermentas. Mikrobno pestrost, ki jo predstavljajo pomnožki reakcije PCR, smo preverili z 
DGGE. Za optimizacijo metode smo uporabili dva naključno izbrana vzorca z oznakama 
CE4 in CE17. 
 
 
Slika 8: Slika agaroznega gela po elektroforezi pomnoženih produktov reakcije PCR vzorcev CE 4 in CE 17. 
DNK, izolirane z uporabo fizikalnega razbijanja mikrobnih celic na tri različne načine: ultrazvok in 
stresanje s cirkonijevimi kroglicami v dveh različnih homogenizatorjih (Precellys 25 in Mini-
Beadbeater
TM
). Matrično DNK smo 10 × redčili. Črka L označuje velikostni standard GeneRuler 1kb 
DNA Ladder (Fermentas). 
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Slika 9: Gelska elektroforeza DGGE pomnoženih odsekov genov za 16S rRNK testnih vzorcev CE 4 in CE 
17. DNK testnih vzorcev, ki smo jo izolirali z metodo fizikalnega razbijanja mikrobnih celic na tri 
različne načine: ultrazvok in stresanje s cirkonijevimi kroglicami v dveh različnih homogenizatorjih 
(Precellys 25 in Mini-Beadbeater
TM
) je bila 10 × redčena. Črka L označuje standard DGGE. 
Na gelu DGGE (Slika 9) opazimo najbolj pestre, najbolj številne in najmočneje izražene 
profile pri DNK, ki je bila osamljena s postopkom, ki je vključeval fizikalno razbijanje 
celic z ultrazvokom. Zato smo v naslednjem koraku tako osamili DNK iz vseh vzorcev iz 
skupine CD (Slika 10).  
 
 
Slika 10: Gelska elektroforeza genomske DNK vseh vzorcev iz skupine CD (številke označujejo oznako 
vzorca). Črka L označuje velikostni standard GeneRuler 1kb DNA Ladder (Fermentas). 
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Pri večini vzorcev profili DGGE niso bili ustrezni. Slika 11 prikazuje, da pri mnogih 
vzorcih na gelu nismo opazili pričakovanih lis oziroma so bile le-te šibke in maloštevilne. 
Vzrok je bil morda delno razgrajena DNK (Slika 10) ali premalo pomnožka reakcije PCR. 
Ker izbrani postopek osamitve DNK ni omogočil nastanka pestrih profilov DGGE, ki bi 
vsebovali močnejše in številnejše lise, smo v nadaljevanju preizkusili postopek, ki temelji 
na ponavljajočem razbijanju mikrobnih celic s cirkonijevimi kroglicami v 
homogenizatorju. 
 
Slika 11: Gelska elektroforeza DGGE pomnoženih odsekov genov za mikrobno 16S rRNK vseh vzorcev CD 
(številke označujejo oznako vzorca), izoliranih z uporabo fizikalnega razbijanja mikrobnih celic z 
ultrazvokom. Črka L označuje standard DGGE. Črka B označuje 4 vzorce, ki so bili izolirani z uporabo 
metode fizikalnega razbijanja mikrobnih celic s stresanjem s cirkonijevimi kroglicami v homogenizatorju 
(Precellys 25). 
Preverili smo tudi vpliv polimeraz dveh različnih proizvajalcev (Fermentas in Promega) na 
pomnoževanje odsekov genov za 16S rRNK s parom začetnih oligonukleotidov HDA1-GC 
in HDA2. Za reakcijo PCR smo uporabili tri različne redčitve DNK (10 ×, 100 ×, 1000 ×) 
naključno izbranega vzorca (CD 19) ter pomnožke reakcije PCR na gelu ločili z metodo 
DGGE (Slika 12).  
Na gelu DGGE smo pri vzorcih, pri katerih smo za pomnoževanje uporabili polimerazo 
GoTaq® opazili številnejše in močneje izražene lise, zato smo v nadaljevanju uporabljali le 
izbrano polimerazo. 
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Slika 12: Gelska elektroforeza DGGE pomnoženih odsekov genov za mikrobno 16S rRNK testnega vzorca 
CD 19, izoliranega z uporabo ultrazvoka kot fizikalnega razbijalca mikrobnih celic. Na levi DGGE 
profili vzorcev, katerih PCR mešanica je bila pripravljena s polimerazo Fermentas, na desni rezultat 
vzorcev, katerih PCR mešanica je bila pripravljena s polimerazo GoTaq®. Črka L označuje standard 
DGGE. 
 
4.2 OSAMITEV DNK S KEMIJSKO IN MEHANSKO LIZO PO PRIREJENI METODI 
PONAVLJAJOČEGA RAZBIJANJA S KROGLICAMI V HOMOGENIZATORJU 
Protokol za metodo smo povzeli po članku Yu in Morrison (2004) in ga za naše vzorce 
nekoliko prilagodili. Najprej smo iz dveh vzorcev (CD18 in CD19) poskusno osamili 
mikrobno DNK po opisani metodi (3.2.2.3) z začetno natehtano težo vzorca 300 mg. 
Celice smo razbijali s kroglicami v homogenizatorju Precellys 25. 
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Slika 13: Osamitev DNK iz dveh vzorcev CD 18 in CD 19 z uporabo metode fizikalnega razbijanja 
mikrobnih celic s stresanjem s cirkonijevimi kroglicami v homogenizatorju (Precellys 25). a) Gelska 
elektroforeza genomske DNK. Črka L označuje velikostni standard GeneRuler 1kb DNA Ladder. b) 
Slika agaroznega gela po elektroforezi pomnoženih produktov reakcije PCR. Polimeraza Promega 
GoTaq® (32 ciklov). Črka L označuje velikostni standard GeneRuler 1kb DNA Ladder. c) Gelska 
elektroforeza DGGE (100 × in 1000 × redčitev DNK). Črka L označuje standard DGGE. 
Zaradi majhnega števila in šibkosti lis na profilih gelov DGGE (Slika 13), katerim je 
najverjetneje botrovala prevelika količina nečistoč v izolirani DNK, smo se odločili 
ponoviti izolacijo z manjšo začetno težo vzorca in s tem pridobiti bolj kakovostno ter  
optimalno količino DNK. Poskusili smo s 100 mg, 10 mg ter 1 mg vzorca (priprava 
vzorcev opisana v poglavju 3.2.2.3.). Poleg tega smo preverili, kako število ciklov 
razbijanja celične stene vpliva na čistost DNK.  
Za oceno čistosti DNK smo izmerili absorbanco pri valovnih dolžinah 260 in 280 nm ter 
izračunali razmerje A260/A280. To je bilo pri vseh treh vzorcih (CD 11, CD 15 in CD 21) 
najboljše, kadar smo DNK osamili iz 100  mg vzorca (med 1,638 in 1,881), kar kaže, da je 
DNK pridobljena iz 100 mg vzorca s ponavljajočim razbijanjem celic v homogenizatorju  
2 cikla) primerna za nadaljnje analize (Preglednica 6). Največjo koncentracijo DNK (Slika 
14) ter najbolj bogat in jasen DGGE profil (Slika 14) smo prav tako dobili v primerih, ko 
smo za izolacijo DNK uporabili 100 mg vzorca. Iz 10 mg vzorca smo osamili manj DNK, 
ki je bila tudi manj čista. Kadar smo uporabili tri cikle razbijanja celične stene pa DNK 
sploh nismo uspeli osamiti, razen pri vzorcu CD 15 (10 mg, 3BB), kjer smo uspeli 
pridobiti manjšo količino DNK (Slika 14). 
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Preglednica 6: Ocena čistosti skupne DNK, osamljene s kemijsko in mehansko lizo po prirejeni metodi 
ponavljajočega razbijanja s kroglicami v homogenizatorju. 2BB označuje dva cikla razbijanja, 3BB označuje 
tri cikle razbijanja. 
št. vzorca količina vzorca število ciklov razbijanja A260/280 
CD 15 100 mg 2BB 1,688 
CD 15 10 mg 2BB 2,048 
CD 15 10 mg 3BB 2,149 
CD 21 100 mg 2BB 1,638 
CD 21 10 mg 2BB 2,048 
CD 21 10 mg 3BB 2,643 
CD 11 100 mg 2BB 1,881 
CD 11 10 mg 2BB 2,092 
CD 11 10 mg 3BB 2,737 
CD 21 1 mg 3BB -0,576 
 
 
Slika 14: a) Gelska elektroforeza bakterijske DNK treh vzorcev CD 15, CD 11 in CD 21 z različno začetno 
težo. '2BB' označuje dva cikla razbijanja celične stene, '3BB' označuje tri cikle razbijanja celične stene. 
Črka L označuje velikostni standard GeneRuler 1kb DNA Ladder. b) Gelska elektroforeza DGGE 
pomnoženih odsekov genov za mikrobno 16S rRNK vzorcev CD 15, CD11 in CD21 pri uporabljenih 
začetnih količinah 10 in 100 mg. 2BB označuje dva cikla razbijanja, 3BB označuje 3 cikle razbijanja. 
Črka L označuje standard DGGE. 
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4.3 IZBIRA PRIMERNE METODE ZA OSAMITEV DNK 
Kot smo že opisali v poglavju 3.2.2, smo osamitev bakterijske DNK izvajali na več 
načinov. Za skupino vzorcev CE in CD smo izbrali metodo ponavljajočega razbijanja s 
kroglicami v homogenizatorju Precellys 25 (Yu in Morrison, 2004), saj smo s to metodo 
dobili najbolj pestre DGGE profile in znotraj posameznih profilov številne intenzivne ter 
jasno ločene lise (Slika 14). Za osamitev mikrobne DNK smo uporabili 20 mg vzorca, saj 
smo ocenili, da se je pri 100 mg vzorca pojavljajo preveč nečistoč, ki bi lahko vplivale na 
rezultat reakcije PCR. Vzorce smo stresali v homogenizatorju s 5000 stresljaji na minuto, 
dvakrat po 30 sekund. Na koncu smo pelet raztopili v 100 µl pufra. Pri skupini vzorcev 
črevesne vsebine CA, ki je bila odvzeta pri prašičih, ki so jih krmili s krmo z dodanimi 3 % 
izvlečka tanina, z uporabo opisane metode ponavljajočega razbijanja s kroglicami 
pomnožkov reakcije PCR nismo pridobili (Slika 15). Zato smo za celotno skupino vzorcev 
CA za osamitev bakterijske DNK uporabili še komercialni komplet ZR Fecal DNA 
MiniPrep
TM
 (Zymoresearch). S komercialnim kompletom smo uspeli osamiti bakterijsko 
DNK iz vseh vzorcev iz skupine CA (Slika 16). Na gelu DGGE smo pri vseh vzorcih iz 
skupine CA opazili številčne in močno izražene lise (Slika 17). 
 
 
Slika 15: Slika agaroznega gela po elektroforezi pomnoženih produktov reakcije PCR vzorcev DNK, 
izolirane z uporabo metode ponavljajočega razbijanja s kroglicami v homogenizatorju za razbijanje 
celične stene iz skupine CA. Zaporedna številka označuje številko vzorca, iz katerega je bila izolirana 
DNK. 'Kontrola', '1 %', '2 %', '3 %' in 'µ-ink' označujejo prehransko skupino. Črka L označuje velikostni 
standard GeneRuler 1kb DNA Ladder. 
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Slika 16: Slika agaroznega gela po elektroforezi pomnoženih produktov reakcije PCR vzorcev DNK, 
izolirane z uporabo komercialnega kompleta ZR Fecal DNA MiniPrepTM iz skupine CA. Zaporedna 
številka označuje številko vzorca, iz katerega je bila izolirana DNK. 'Kontrola', '1 %', '2 %', '3 %' in 'µ-
ink' označujejo prehransko skupino. Črka L označuje velikostni standard GeneRuler 1kb DNA Ladder. 
 
 
Slika 17: Gelska elektroforeza DGGE pomnoženih odsekov genov za mikrobno 16S rRNK vzorcev CA, 
izoliranih z uporabo komercialnega kompleta ZR Fecal DNA MiniPrepTM. Zaporedna številka označuje 
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4.4 VPLIV TANINOV NA ČREVESNO MIKROBIOTO 
4.4.1 Statistična analiza 
Z metodo DGGE smo analizirali 29 vzorcev iz skupine CE in CA ter 27 vzorcev iz skupine 
CD. Dobljene slike gelov DGGE smo najprej obdelali z bioinformacijskim programom 
Bionumerics in izračunali podobnosti DGGE profilov s Pearsonovim koeficientom 
korelacije.  
Povprečje vrednosti podobnosti med vzorci znotraj prehranskih skupin (kontrola, 1 %, µ-
ink, 2 %, 3 %), ki so prikazane v preglednicah 8, 9 in 10, nam pove, koliko so si profili 
posameznih vzorcev med seboj podobni. Te vrednosti lahko primerjamo s podobnostjo 
profilov DGGE različnih prehranskih skupin in s tem podobnost sestave mikrobne združbe 
vzorcev iz črevesne vsebine prašičev, krmljenih z različnim odstotkom izvlečka tanina.  
Z analizo molekularnih varianc (AMOVA) smo ocenili, ali se črevesna mikrobiota v 
prašičih glede na prehranske skupine statistično pomembno razlikuje. AMOVA je pogosta 
v populacijski genetiki, kjer jo uporabljajo za testiranje hipoteze, da je genetska 
raznovrstnost znotraj dveh populacij bistveno različna od raznovrstnosti, ko sta obe 
populaciji združeni  (www.mothur.org). Statistično značilne razlike smo ugotavljali na 
ravni tveganja p ≤ 0,05, ki nam pomaga določiti pomembnost rezultatov. V primeru, da ta 
znaša ≤ 0,05, to pomeni močan dokaz proti ničelni hipotezi, ki je v našem primeru ta, da 
tanini ne bodo povzročili spremembe črevesne mikrobiote.  
Preglednica 7: P-vrednosti dobljene z analizo molekularnih varianc (AMOVA).  





Iz Preglednice 7 je razvidno, da se vzorci vsebine slepega črevesa (CE) različnih 
prehranskih skupin  statistično značilno ne razlikujejo, se pa značilno razlikujejo vzorci 
vsebine debelega črevesa (CA in CD) iz različnih prehranskih skupin. Tanini torej ne 
povzročijo spremembe črevesne mikrobiote v slepem črevesu, pač pa le v debelem 
črevesu. Zato so na sliki 18 prikazani le rezultati za CA in CD. 
Z metodo analize glavnih koordinat (PCoA) smo preverili, kako se pridobljeni podatki 
razporejajo v dvodimenzionalnem prostoru. Z analizo PCoA izpostavimo nekaj glavnih 
osi, ki v največji meri razložijo variabilnost podatkov. Prva os razloži največji delež 
variance, vsaka naslednja os pa razloži manjši delež variance. Rezultat analize je graf, ki 
prikazuje razporeditev podatkov glede na dve ali tri osi z največjim deležem razlage 
variance (Peakall in Smouse, 2006). Gre torej za statitično metodo, ki večdimenzionalnost 
naših podatkov prikaže v nam razumljivejši obliki. 
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Slika 18: PCoA analiza rezultatov analiz vzorcev CA in CD.  - kontrola,  - 1 %,  - 2 %,  - 3 %,  - 
µ-ink. 
 
4.4.2 Analiza vzorcev slepega črevesa (CE; Cecum) 
Z metodo ponavljajočega stresanja s kroglicami v homogenizatorju Precellys 25 smo iz 29 
vzorcev vsebine slepega črevesa osamili bakterijsko DNK. Iz dendrogramov je razvidno, 
da posamezni vzorci ne tvorijo gruč, ki bi bile jasno ločene (Priloga A). To lahko potrdimo 
tudi z visoko p-vrednostjo testa AMOVA (0,1836) – vzorci slepega črevesa iz različnih 
prehranskih skupin se statistično značilno ne razlikujejo. Na podlagi tega lahko sklepamo, 
da vpliv taninov v krmi na mikrobno pestrost v slepem črevesu ni statistično značilen. 
Preglednica 8: Matrika povprečnih vrednosti podobnosti profilov DGGE vzorcev iz 5 prehranskih skupin in 
med vzorci iz različnih prehranskih skupin prašičev, ki so bili krmljeni z dodatkom taninskega izvlečka (1 %, 
µ-ink, 2 %, 3 %) oziroma brez njega (kontrolna skupina). Prikazani so podatki za slepo črevo (CE) prašičev. 
'Kontrola', '1 %', '2 %', '3 %' in 'µ-ink' označujejo prehransko skupino. 
CE kontrola 1 % µ-ink 2 % 3 % 
kontrola 76,84±7,17         
1 % 76,79±8,02 77,63±10,43       
µ-ink 72,24±8,33 76,47±9,72 75,56±9,48     
2 % 72,09±7,12 79,96±10,59 78,44±8,08 81,98±8,86   
3 % 56,96±12,37 61,91±12,55 62,31±14,20 66,13±12,01 49,98±17,09 
 
Iz matrike podobnosti profilov DGGE (Preglednica 8) je razvidna največja podobnost v 
strukturi mikrobne združbe pri prašičih, ki so bili krmljeni s krmo z dodatkom 2 % 
taninskega izvlečka (81,98 % podobnost), medtem ko je delež podobnosti najmanjši 
znotraj skupine, ki je bila krmljena z dodatkom 3 % taninskega izvlečka (49,98 % 
CA CD 
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podobnost), kjer se hkrati pojavi tudi največji standardni odklon (17,09), za kar je 
najverjetneje vzrok velika razpršenost vrednosti podobnosti (Slika 19). Skupina, ki je bila 
krmljena z dodatkom 3 % izvlečka taninov, se tudi najbolj razlikuje od ostalih skupin in 
ima v povprečju največje standardne odklone. Analiza molekularnih varianc (AMOVA) je 
pokazala, da razlike v tem delu prebavnega trakta niso statistično značilne, zato podatkov 
nismo prikazali na PCoA grafu. 
 
Slika 19: Graf razpršenosti vrednosti podobnosti po skupinah v slepem črevesu. 'K' – kontrolna skupina, '1 %' 
– prehranska skupina živali, krmljene z 1 % taninskega izvlečka, '2 %' – prehranska skupina krmljena z 
2 % taninskega izvlečka, '3 %' – prehranska skupina krmljena s 3 % taninskega izvlečka in 'µ-ink' – 
prehranska skupina krmljena z 1,2 % taninskega izvlečka. 
 
4.4.3 Analiza vzorcev navzgor potekajočega dela kolona (CA; Colon Ascendens) 
Iz 29 vzorcev črevesne vsebine iz navzgor potekajočega dela kolona (CA) smo osamili 
bakterijsko DNK s pomočjo komercialnega kompleta ZR Fecal DNA MiniPrep
TM 
(glej 
poglavje 4.3). Iz dendrogramov je razvidno, da so se posamezni vzorci iz prehranskih 
skupin združili v gruče (Priloga B). Največja gruča združuje vzorce iz kontrolne skupine in 
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Preglednica 9: Matrika povprečnih vrednosti podobnosti profilov DGGE vzorcev iz prehranskih skupin in 
med vzorci iz različnih prehranskih skupin prašičev, ki so bili krmljeni z dodatkom taninskega izvlečka (1 %, 
µ-ink, 2 %, 3 %) in v kontrolni skupini. Prikazani so podatki za navzgor potekajoč del kolona (CA) prašičev. 
Dodane so tudi p-vrednosti, pridobljene z analizo molekularnih varianc (AMOVA). 'Kontrola', '1 %', '2 %', 
'3 %' in 'µ-ink' označujejo prehransko skupino. 
CA kontrola 1 % µ-ink 2 % 3 % 
kontrola 86,52±4,56 








    0,0163 0,1070 
2 % 
78,03±6,33 75,79±7,33 79,64±9,11 
79,02±5,90 
  0,0137 0,1413 0,1204 
3 % 
72,68±8,27 73,74±9,16 83,33±5,11 77,6±9,67 
81,19±5,84 
0,0003 0,0041 0,5724 0,0742 
 
Najbolj podobni so si bili vzorci črevesne vsebine v kontrolni skupini prašičev (86,52 % 
podobnosti), najmanj pa v skupini, ki je bila krmljena z dodatkom 1 % izvlečka taninov 
(76,24 % podobnosti). Skupina vzorcev iz prašičev, ki so bili krmljeni z dodatkom 3 % 
izvlečka taninov, se tudi v tem primeru  najbolj razlikuje od ostalih skupin. Iz Preglednice 
9 je še razvidno, da so vzorci treh skupin (µ-ink, 2 % in 3 %) statistično značilno različni 
od vzorcev kontrolne skupine, kar je vidno tudi iz analize PCoA rezultatov profilov DGGE 
vzorcev prašičev (Slika 21). Le pri vzorcih prašičev, ki so bili krmljeni s krmo z dodatkom 
1 % izvlečka taninov, ni bilo statistično značilnih razlik v primerjavi z vzorci kontrolne 
skupine. Statistično značilne razlike smo ugotovili tudi, ko smo primerjali vzorce črevesne 
vsebine prašičev, ki so bili krmljeni s krmo z dodatkom 1 % in 3 % izvlečka taninov. Vsi 
ostali rezultati ne kažejo statistično značilnih razlik. Graf razpršenosti vrednosti podobnosti 
po skupinah v navzgor potekajočem delu kolona (CA) nam kaže, da je razpršenost pri vseh 
skupinah prilbližno enaka (Slika 20). 
Sklepamo lahko, da v navzgor potekajočem delu kolona (CA) v primerjavi s slepim 
črevesom (CE) pride do opaznih sprememb v črevesni mikrobioti pri vseh prehranskih 
skupinah razen pri dodatku 1% izvlečka tanina.  
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Slika 20: Graf razpršenosti vrednosti podobnosti po skupinah v navzgor potekajočem delu kolona (CA). 'K' – 
kontrolna skupina, '1 % ' – prehranska skupina živali, krmljene z 1 % taninskega izvlečka, '2 % ' – 
prehranska skupina krmljena z 2 % taninskega izvlečka, '3 %' – prehranska skupina krmljena s 3 % 
taninskega izvlečka in 'µ-ink' – prehranska skupina krmljena z 1,2 % taninskega izvlečka. 
 
Slika 21: PCoA analiza rezultatov DGGE profilov vzorcev prašičev, ki so bili krmljeni z dodatkom 
taninskega izvlečka (1 %, µ-ink, 2 %, 3 %) in v kontrolni skupini za navzgor potekajoč del kolona (CA) 
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4.4.4 Analiza vzorcev navzdol potekajočega dela kolona (CD; Colon Descendes) 
Z metodo ponavljajočega stresanja s kroglicami v homogenizatorju Precellys 25 smo iz 27 
vzorcev vsebine navzdol potekajočega kolona (CD) osamili bakterijsko DNK in ugotovili, 
da so kontrole in vzorci, kjer je bil uporabljen 1 % taninski izvleček ter posamezni vzorci 
drugih prehranskih skupin tvorili gruče (Priloga C).  
Preglednica 10: Matrika povprečnih vrednosti podobnosti profilov DGGE vzorcev iz prehranskih skupin in 
med vzorci iz različnih prehranskih skupin prašičev, ki so bili krmljeni z dodatkom taninskega izvlečka (1 %, 
µ-ink, 2 %, 3 %) in v kontrolni skupini. Prikazani so podatki za navzdol potekajoči del kolona (CD) prašičev. 
Dodane so tudi p-vrednosti dobljene iz analize molekularnih varianc (AMOVA). 'Kontrola', '1 %', '2 %', '3 %' 
in 'µ-ink' označujejo prehransko skupino. 
CD kontrola 1 % µ-ink 2 % 3 % 
kontrola 77,84±7,59 








    0,0042 0,0308 
2 % 
62,97±6,63 75,46±8,63 73,23±8,12 
77,1±5,48 
  0,0078 0,0595 0,0021 
3 % 
62,73±11,22 71,02±9,56 78,45±8,70 71,13±6,75 
76,18±9,51 
0,0053 0,0041 0,3235 0,0232 
 
Največji delež podobnosti smo izračunali med vzorci znotraj skupine, krmljene z µ-ink 
dodatkom izvlečka taninov (81,58 % podobnosti) in vzorci znotraj skupine, krmljene z 
dodatkom 1 % izvlečka taninov (81,6 % podobnosti). Med skupino, krmljeno s 3 % 
izvlečka taninov in kontrolno skupino smo izračunali najmanjšo podobnost (62,97 % 
podobnosti) (Preglednica 10). Tako se skupina, krmljena z dodatkom 3 % izvlečka taninov, 
tudi v tem primeru v povprečju najbolj razlikuje od ostalih prehranskih skupin. Graf 
razpršenosti vrednosti podobnosti po skupinah v navzdol potekajočem delu kolona (CD) 
nam kaže, da je razpršenost pri vseh skupinah prilbižno enaka (Slika 22). 
Po primerjavi vzorcev iz navzdol potekajočega dela kolona (CD), se prav vsi vzorci 
statistično značilno razlikujejo od kontrole (Slika 23). Značilne razlike smo ugotovili tudi 
med ostalimi skupinami, razen med vzorci prašičev, krmljenih s krmo z dodanim 1 % ter 
2% izvlečka tanina, in med vzorci prašičev, krmljenih s krmo z dodatkom 3 % ter µ-ink 
izvlečka taninov. Sklepamo lahko, da tudi najmanjša dodana količina tanina vpliva na 
črevesno mikrobioto v navzdol potekajočem delu kolona. 
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Slika 22: Graf razpršenosti vrednosti podobnosti po skupinah v navzdol potekajočem delu kolona (CD). 'K' – 
kontrolna skupina, '1 % ' – prehranska skupina živali, krmljene z 1 % taninskega izvlečka, '2 % ' – 
prehranska skupina krmljena z 2 % taninskega izvlečka, '3 %' – prehranska skupina krmljena s 3 % 
taninskega izvlečka in 'µ-ink' – prehranska skupina krmljena z 1,2 % taninskega izvlečka. 
 
Slika 23: PCoA analiza rezultatov DGGE profilov vzorcev prašičev, ki so bili krmljeni z dodatkom 
taninskega izvlečka (1 %, µ-ink, 2 %, 3 %) in v kontrolni skupini za navzdol potekajoč del kolona (CD) 
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5 RAZPRAVA 
Neprijeten vonj prašičev predstavlja pomemben problem pri predelavi prašičjega mesa. 
Meso spolno zrelih samcev (merjascev) pri segrevanju razvije vonj, ki je nesprejemljiv za 
uporabnike (Claudi-Magnussen, 2006). Najpogostejši način za preprečevanje neprijetnega 
vonja je kirurška kastracija, ki pa postaja zaradi poseganja v dobrobit živali vedno bolj 
nesprejemljiva (Prunier in sod., 2006). Med alternativami se uporabljajo kastracija z 
uporabo anestezije, metoda seksiranja semena in imunokastracija (Jensen, 2012).  
Na intenzivnost neprijetnega vonja vplivata predvsem spojini androstenon in skatol, ki se 
nalagata v maščobnem tkivu prašičev. Skatol nastane z bakterijsko fermentacijo L- 
triptofana v debelem črevesu prašičev, od koder se ga del izloči s fecesom, del pa absorbira 
v krvni obtok ter se transportira do jeter (Jensen, 2012). Tam poteka razgradnja skatola z 
encimi citokromov P450 (CYP2E1 in CYP2A), ki je ključnega pomena za nalagaje skatola 
v maščobnem tkivu (Zamaratskaia in Squires, 2009). Androstenon je produkt Leydigovih 
celic v testisih prašičev, ki se skupaj s skatolom transportira v jetra, kjer se po razgradnji 
zaradi lipofilnih lastnosti prav tako nalaga v maščobnem tkivu prašičev (Patterson, 1968). 
Koncentracija skatola je odvisna od dostopnosti triptofana in specializiranih bakterij v 
črevesu, ki potrebujejo triptofan za pridobivanje energije. Na številne korake teh procesov 
lahko vplivamo z dodajanjem specifičnih hranilnih dodatkov v krmo (Wesoly in Weiler, 
2012). Do sedaj so znane številne strategije krmljenja prašičev, ki vplivajo na 
koncentracijo spojin, ki povzročajo neprijeten vonj mesa. Neprijeten vonj so tako na 
primer že zmanjšali z dodajanjem krme s povišano vsebnostjo beljakovin, ogljikovih 
hidratov in vlaknin ter antibiotikov, ki imajo vpliv na črevesno mikrobioto (Hansen in sod.; 
2007, Jensen 2012). 
Tanini so najbolj razširjeni rastlinski sekundarni metaboliti s sposobnostjo tvorbe 
kompleksov s proteini in ogljikovodiki (Jansman, 1993). Imajo majhno hranilno vrednost 
za neprežvekovalce. Znano je, da se prašiči lahko hitro prilagodijo na prehrano, bogato s 
tanini (Cappai in sod., 2010). Predhodne raziskave so pokazale zmanjšanje koncentracije 
skatola v plazmi in mleku ovac, krmljenih s tanini bogato krmo (Roy in sod., 2002). 
Biološka vrednost taninov je sposobnost vezave s proteini ter s tem zmanjšanje njihove 
prebavljivosti, saj z njimi tvorijo netopne komplekse (Butler in sod., 1984). Ker skatol 
nastane iz beljakovine L-triptofana, so sklepali, da bi zmanjšanje proteinov v krmi lahko 
zmanjšalo nastanek skatola. Vendar se proteini prebavijo ter absorbirajo že v tankem 
črevesu in redko pridejo do debelega črevesa. Primarni vir proteinov, ki dosežejo debelo 
črevo in so tam izpostavljeni mikrobni fermentaciji, so tako endogeni proteini (odmrle 
celice črevesne sluznice) (Wesoly in Weiler, 2012). Vpliv taninov je odvisen od njihove 
stopnje polimerizacije in topnosti. Visoko polimerizirani tanini so manj dostopni črevesni 
mikrobioti v tankem črevesu. Pomembno mesto fermentacije taninov je v debelem črevesu, 
kjer ima črevesna mikrobiota pomembno vlogo pri metabolizmu taninov (Serrano in sod., 
2009). 
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Dosedanje študije so pokazale, da se razgradnja L-triptofana v skatol začne šele v debelem 
črevesu. Od želodca do konca tankega črevesja niso zaznali nobene pretvorbe L-triptofana 
v skatol. Količina le tega se je začela večati v zadnjem delu tankega črevesa in slepem 
črevesu, kjer so bile hkrati zaznane maksimalne količine indol piruvične in indol ocetne 
kisline. Količine teh dveh spojin se vzdolž debelega črevesja zmanjšujejo skoraj linearno z 
naraščajočimi koncentracijami skatola. Maksimalna količina skatola je bila zaznana v 
zadnjem delu debelega črevesa in rektumu (Wesoly in Weiler, 2012). 
Namen magistrskega dela je bil ugotoviti morebitne spremembe v strukturi črevesne 
mikrobiote, ki naj bi nastale v povezavi s specifično prehrano prašičev (dodatek različnih 
deležev taninskega izvlečka kostanjevega lesa), ter posledično vpliv črevesne mikrobiote 
na nastanek skatola. Po primerjavi vrednosti podobnosti vzorcev iz posameznih 
prehranskih skupin (1 %, µ-ink, 2 % in 3 %  dodatka taninskega izvlečka) s kontrolno je 
razvidno, da se v vseh treh delih črevesja (CE, CA in CD) podobnost črevesne mikrobiote 
z večanjem deleža dodatka izvlečkov taninov v krmi zmanjšuje. Tako se sestava črevesne 
mikrobiote prašičev, krmljenih z dodatkom 3 % izvlečka taninov, najbolj razlikuje od 
mikrobiote ostalih prehranskih skupin. V slepem črevesu je podobnost črevesne mikrobiote 
pri dodatku 3 % tanina v krmi najmanjša. To smo dodatno pokazali z visoko razpršenostjo 
koeficientov podobnosti znotraj skupine CE (Slika 18), saj z analizo molekularnih varianc 
(AMOVA) nismo pokazali statistično značilnih razlik v črevesni mikrobioti v tem delu 
prebavnega trakta. Za razliko od slepega črevesa (CE), se pri navzgor potekajočem delu 
črevesa pojavijo statistično značilne razlike v primerjavi z kontrolo že pri dodatku µ-ink 
izvlečka taninov (ki vsebuje med 1 in 2 % izvlečka tanina). Pri navzdol potekajočem delu 
kolona (CD) pa se vse skupine statistično značilno razlikujejo glede na kontrolo.  
V okviru raziskovalnega projekta, ki je potekal pod vodstvom dr. Čandek-Potokarjeve, so 
na Kmetijskem inštitutu v Ljubljani analizirali iste vzorce črevesne vsebine, in pokazali 
možen vpliv taninov na koncentracijo skatola v črevesni vsebini navzgor in navzdol 
potekajočega dela kolona (CA in CD) (Preglednica 11). Odkrili so značilno manjše 
vrednosti skatola v skupinah prašičev, krmljenih z 1 % in 2 % dodatkom taninskega 
izvlečka v primerjavi s kontrolno skupino prašičev (Čandek Potokar in sod., 2015). V 
slepem črevesu razlike v koncentraciji skatola glede na kontrolo niso bile statistično 
značilne, kar se ujema z našimi ugotovitvami. Merili so tudi vsebnost skatola v 
maščobnem tkivu (Preglednica 12). Analiza je pokazala manjšo koncentracijo skatola v 
maščobi pri prašičih, krmljenih z dodatkom 2 % in 3 % izvlečka taninov v krmi, vendar so 
te razlike na meji statistične značilnosti. Lahko sklepamo, da tanini vplivajo na vsebnost 
skatola v debelem črevesu in tudi na sestavo črevesne mikrobiote, ne moremo pa trditi, da 
spremembe v sestavi črevesne mikrobiote značilno vplivajo na kopičenje skatola v 
maščobnem tkivu. Nadaljne razlage bi morali iskati v mehanizmu metabolizma skatola v 
jetrih. 
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Preglednica 11:Vpliv dodatka različnih odstotkov izvlečka taninov v krmi na količino skatola v črevesni 
vsebini prašičev (Čandek-Potokar in sod., 2015). 
skatol, µg/g CE CA CD 
kontr. 83,1 109,2 121,3 
1% 70,9 72 64,5 
2% 54,3 70,4 62,5 
3% 84,9 77,6 97,6 
p-vrednost 0,521 0,049 0,001 
 
Preglednica 12: Vpliv dodatka različnih odstotkov izvlečka taninov v krmi na količino skatola v maščobnem 
tkivu prašičev (Čandek-Potokar in sod., 2015). 
 
kontr. 1 % 2 % 3 % p-vrednost 
skatole, µg/g 0,084 0,18 0,058 0,079 0,049 
 
Pri našem delu smo za osamitev DNK uporabili dve različni metodi, kar bi lahko vplivalo 
na primerljivost med rezultati. Za zamenjavo metode med vzorci smo se odločili po 
težavah z osamitivjo DNK pri skupini CA. Pri metodi ponavljajočega razbijanja namreč v 
reakciji PCR po številnih ponovitvah in optimizaciji reakcije nismo dobili ustreznih 
pomnožkov PCR pri vzorcih prašičev, ki so bili krmljenih z dodatkom 3 % taninskega 
izvlečka, zato smo za te vzorce uporabili komercialni komplet ZR Fecal DNA MiniPrep
TM
. 
Ker je po raziskavah Čandek-Potokar in sod. (2015) krma z dodatkom 3 % izvlečka 
taninov v krmi povzročila zmanjšanje konzumacije krme, bi bile potrebne dodatne 
raziskave, s katerimi bi poiskali optimalno količino dodatka taninov v krmi, ki bi po eni 
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6 SKLEPI 
 V slepem črevesu dodatek izvlečka taninov v krmi ne povzroči značilnih sprememb 
v sestavi črevesne mikrobiote.   
 Značilen vpliv taninov na črevesno mikrobioto smo zaznali v navzgor in navzdol 
potekajočem delu kolona (CA in CD).  
 Dodatek 3 % izvlečka taninov v krmi prašičev je imel največji vpliv na spremembo 
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7 POVZETEK 
S poskusom, ki je vključeval analizo vzorcev črevesne vsebine 29 prašičev, ki so bili 
krmljeni s krmo z dodatkom različnih koncentracij taninskega izvlečka kostanja, smo 
proučili vpliv taninov na spremembe v strukturi črevesne mikrobiote prašičev. Namen 
našega magistrskega dela je bil ugotoviti spremembe v strukturi črevesne mikrobiote, ki bi 
lahko v povezavi s specifično krmo prašičev (dodatek taninov) vplivala na nastanek 
skatola.  
Poskus na živalih je bil izveden v okviru projekta »Reja merjaščkov ali imunokastracija: 
raziskave ukrepov za zmanjšanje vonja po merjascu in novih problemov kakovosti 
proizvodov« pod vodstvom dr. Marjete Čandek-Potokar iz Kmetijskega inštituta v 
Ljubljani. Za magistrsko delo smo uporabili vzorce črevesne vsebine slepega črevesa (CE), 
navzgor potekajočega dela kolona (CA) in navzdol potekajočega dela kolona (CD) 
prašičev. Prašiči (29 križancev, pasem landrace x veliki beli prašič) so bili pri starosti 123 
dni  individualno vhlevljeni v petih poskusnih skupinah in krmljeni z različnim deležem 
taninskega izvlečka kostanjevega lesa (1 %, 2 %, 3 % in mikrokapsuliranim taninom, ki je 
vseboval med 1 in 2 %  taninskega izvlečka (µ-ink) (Farmatan, Tanin Sevnica). Uporabili 
smo tudi vzorce črevesne vsebine kontrolnih prašičev, ki so bili krmljeni s komercialno 
krmno mešanico brez taninskega izvlečka. 
Skupno mikrobno DNK smo iz zamrznjenih (- 20 
°
C) vzorcev črevesne vsebine prašičev 
osamili na več različnih načinov. Za skupino vzorcev CE in CD smo izbrali metodo 
ponavljajočega razbijanja s kroglicami v homogenizatorju Precellys 25, katero smo povzeli 
in priredili po članku Yu in Morrison (2004), saj smo s to metodo dobili najbolj pestre 
DGGE profile in znotraj posameznih profilov številne intenzivne ter jasno ločene lise. Pri 
skupini vzorcev iz črevesne vsebine slepega črevesa (CE), pri vzorcih prašičev, krmljenih s 
krmo z dodanimi 3 % izvlečka tanina, pa z uporabo opisane metode ponavljajočega 
razbijanja s kroglicami ustreznih pomnožkov reakcije PCR nismo pridobili. Zato smo za 
celotno skupino vzorcev CA za osamitev bakterijske DNK uporabili še komercialni 
komplet ZR Fecal DNA MiniPrep
TM
 (Zymoresearch)in z njim uspešno osamili skupno 
bakterijsko DNK iz vseh vzorcev iz skupine CA.  
Uspešnost osamitve mikrobne DNK smo preverjali z reakcijo PCR, v kateri smo s parom 
začetnih oligonukleotidov HDA1-GC in HDA2 pomnoževali 200 bp dolge odseke 
ribosomskih genov (16S rRNK). Za ločevanje pomnožkov reakcije PCR smo uporabili 
metodo DGGE in sistem D GENE
TM
 Denaturating Gel Electrophoresis System (Bio-Rad). 
Profile DGGE smo analizirali z računalniškim programom BioNumerics in za primerjavo 
profilov DGGE smo uporabili Pearsonov koeficient korelacije. Z metodo neutežene 
aritmetične sredine (UPGMA) smo iz matrike podobnosti izrisali dendrograme podobnosti 
profilov DGGE. Razlike med vzorci smo prikazali tudi z metodo glavnih osi (PCoA). 
Dodatno statistično analizo smo opravili z bioinformacijskim programom za obdelavo 
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podatkov Mothur v.1.36.1 ter rezultate prikazali z računalniškim programom Microsoft 
Excel. 
Pokazali smo, da se profili črevesne mikrobiote iz vzorcev slepega črevesa (CE) statistično 
značilno ne razlikujejo. Na podlagi tega lahko sklepamo, da vpliv taninov v krmi na 
sestavo mikrobiote slepega črevesa ni značilen. Nasprotno pa se vzorci iz različnih 
prehranskih skupin prašičev, ki so bili pridobljeni iz debelega črevesa (CA in CD) značilno 
razlikujejo od vzorcev iz kontrolnih skupin. Najbolj je vplivala na spremembo v sestavi 
črevesne mikrobiote krma s 3% kostanjevih taninov. Rezultati potrjujejo ugotovitve 
predhodnih študij o vplivu kostanjevih taninov na produkcijo skatola v črevesu prašičev, 
























Slavec A. Vpliv taninov v krmi na spremembe v strukturi črevesne mikrobiote prašičev. 
   Mag. delo (Du 2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 43 
8 VIRI 
Babol J., Squires E. J., Lundström K. 1997. Hepatic metabolism of skatole in pig by 
cytochrome P4502E1. Journal of Animal Science, 76: 822-828 
 
Batorek Lukač N., Škrlep M., Tomažin U., Prevolnik Povše M., Čandek-Potokar M. 2015. 
Alternative kastraciji pujskov pri pitanju na večjo težo. V: Pitanje prašičev na večjo težo 
in predelava mesa v izdelke posebne kakovosti. Prevolnik Povše, M., Tomažin, U., 
Čandek-Potokar, M. (ur.). Ljubljana, Kmetijski inštitut Slovenije: 91-114 
 
Bonneau M., Kempster A. J., Claus R., Claudi- Magnussen C., Diestre A., Tornberg E., 
Walstra P., Chevillon P., Weiler U., Cook G.L. 1999. An international study on the 
importance of androstenone and skatole for boar taint: I. Presentation on the programme 
and measurment of boart taint compounds with different analytical procedures. Meat 
Science, 54, 3: 251-259 
 
Butler L. G., Riedl D. J., Lebryk D. G., Blytt H.J. 1984. Interaction of proteins with 
sorghum tannin: mechanism, specifity and significance. Journal of the American Oil 
Chemists's Society, 61: 916-920 
 
Cappai M.G., Wolf P., Groβe Liesner V., Kastner A., Nieddu G., Pinna W., Kamphues J. 
2010. Effect of whole acorns (Quercus pubescens) shred based diet on parotid gland in 
growing pigs in relation to tannins. Livestock Science, 134: 183-186 
 
Chen G., Zamaratskaia G., Andersson H. K., Lundström K. 2007. Effects of raw potato 
starch and live weight on fat and plasma skatole, indole and androstenone levels 
measured by different methods in entire male pigs. Food Chemistry, 101, 2: 439-448 
 
Claudi-Magnussen C. 2006. The consumers' view/reaction. Acta Veterinaria Scandinavica, 
48 (Suppl I): S4, doi:10.1186/1751-0147-48-S1-S4: 2 str. 
 
Čandek-Potokar M., Škrlep M., Batorek Lukač N., Zamaratskaia G., Prevolnik Povše M., 
Velikonja Bolta Š., Kubale V., Bee G. 2015. Hydrolysable tannin fed to enire male pigs 
affects intestinal production, tissue deposition and hepatic clearance of skatole. The 
Veterinary Journal, 204, 2: 162-167 
 
Deslandes B.,  Gariépy C., Houde A. 2001. Review of microbiological and biochemical 
effects of skatole on animal production. Livestock Production Science, 71: 193-200  
 
Diaz J. G. 2000. Hepatic in vitro metabolism of 3-methylindole in pigs. Guelph, The 
Faculty of Graduate Studies of The University of Guelph: 142 str. 
Slavec A. Vpliv taninov v krmi na spremembe v strukturi črevesne mikrobiote prašičev. 
   Mag. delo (Du 2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 44 
Devine C., Dikeman M. 2004. Boar taint: biological causes and practical means to alleviate 
it. V: The Encyclopedia of meat sciences. Vol. 1. 1
st
 ed. Squires E.J., Bonneau M. 
(eds.). Amsterdam, Elsevier Academic Press: 97-103 
 
EFSA. 2004. Opinion of the scientific panel on animal health and welfare on a request 
from the Commission related to welfare aspects of the castration of piglets. The EFSA 
Journal, 91, doi: 10.2903/j.efsa.2004.91: 18 str. 
 
EFSA. 2005. Opinion of the scientific panel on additives and products or substances used 
in animal feed on a request from commission on the safety and efficacy of the product 
Farmatan for rabbits and piglets. The EFSA Journal, 222, doi: 10.2903/j.efsa.2005.222: 
20 str. 
 
European Declaration on alternatives to surgical castration of pigs. 2010. Brussels, 
European Commission: 2 str.  
     https://ec.europa.eu/food/sites/food/files/animals/docs/aw_prac_farm_pigs_cast-
alt_declaration_en.pdf (2. avg. 2017) 
 
Fischer J., Gerlach C., Meier-Dinkel L., Elsinghorst W. P., Boeker P., Schmarr H. G., 
Wüst M. 2014. 2 – Aminoacetophenone – a hepatic skatole metabolite as a potential 
contributor to boar taint. Food Research International, 62: 35-42 
 
Fischer J., Wüst M. 2012. Quantitative determination of the boar taint compounds 
androstenone, skatole, indole, 3α-androstenol and 3β-androstenol in wild boars (Sus 
scrofa) reveals extremely low levels of the tryptophan-related degradation products. 
Food Chemistry, 135, 4: 2128-2132 
 
Gedek B. R. 1991. Regulierung der darmflora über die nahrung. Zentralblatt für Hygiene 
und Umweltmedizin, 191: 277-301 
 
Gros L. 2010. Splošna prehrana živali. Ljubljana, Biotehniški izobraževalni center: 132 str. 
http://www.mizs.gov.si/fileadmin/mizs.gov.si/pageuploads/podrocje/ss/Gradiva_ESS/Bi
otehniska_podrocja__sole_za_zivljenje_in_razvoj/BT_PODROCJA_94VETERINARS
TVO_Splosna_Gros.pdf  (25. nov. 2015)  
 
Hansen L. L., Jensen J. A., Henckel P., Hansen-Møller J., Syriopoulos K. 2007. Effect of 
feeding fermentable fibre-rich feedstuffs lupine and chicory prior to slaughter with 
special emphasis on the effect on chemical boar taint in organic entire male and female 
pigs and technological meat quality. Tjele, University of Aarhus, Faculty of 
Agricultural Sciences: 43 str. 
     http://orgprints.org/11057/1/11057.pdf (2. avg. 2017) 
Slavec A. Vpliv taninov v krmi na spremembe v strukturi črevesne mikrobiote prašičev. 
   Mag. delo (Du 2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 45 
Jansman A. J. M. 1993. Tannins in feedstuffs for simple-stomached animals. Nutrition 
Research Reviews, 6: 209-236 
 
Jensen B. B. 2005. Prevention of boar taint in pig production. Factors affecting the level of 
skatole. Acta Veterinaria Scandinavica, 48, Suppl I,  S6, doi: 10.1186/1751-0147-48-SI-
S6: 4 str. 
 
Jensen M. T., Cox R. P., Jensen B. B. 1995. Microbial production of skatole in the hind gut 
of pigs given different diets and its relation to skatole deposition in backfat. Animal 
Science, 61: 293-304 
 
Jensen R. L. 2012. Feed interventions and skatole deposition. V: Characterisation of a 
skatole producing bacterium isolated from the gastrointestinal tract of pigs. 
Copenhagen, Copenhagen University, Department of Large Animal Scenic: 50 str. 
 
Khanbabaee K., Van Ree T. 2001. Tannins: classification and definition. The Royal 
Society of Chemistry, 18: 641-649 
 
Kim B. H., Borewicz K., White A. B., Singer R. S., Sreevatsan S., Tu Z. J., Isaacson R. E. 
2011. Longitudinal investigation of the age-related bacterial diversity in the feces of 
commercial pigs. Veterinary Microbiology, 153, 1-2: 124-133 
 
Lázaro R. D., Hernández M. 2006. Molecular methodology in food microbiology 
diagnostics: trends and current challenges. V: Food is life. IUFoST 13
th
 World Congress 
of Food Sciences Technology, Nantes, 17. – 21. September 2006. Nantes, IUFoST: 
1085-1099 
 
Lærke H. N., Hedemann M. S. 2012. The digestive system of the pig. V: Nutritional 
physiology of pigs. Bach Knudsen K. E., Kjeldsen N. J., Poulsen H. D., Jensen B. B. 
(eds.). Foulum, Videncenter for Svineproduktion: 27 str. 
 
Landete J. M. 2011. Ellagitannins, elagic acid and their derived metabolites: a review 
about source, metabolism, functions and health. Food Research International, 44: 1150-
1160 
 
Leser T. D., Amenuvor J. Z., Jensen T. K., Lindecrona R. H., Boye M., Møller K. 2002. 
Culture-Independent analysis of gut bacteria: the pig gastrointestinal tract microbiota 
revisited. Applied and Enviromental Microbiology, 68, 2: 673-690 
 
Lundström K., Matthews K. R., Haugen J. E.  2009. Pig meat quality from entire males.  
Animal, 3, 11: 1497-1507 
Slavec A. Vpliv taninov v krmi na spremembe v strukturi črevesne mikrobiote prašičev. 
   Mag. delo (Du 2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 46 
Marín L., Miguélez E. M., Villar C. J., Lombó F. 2015. Bioavailability of dietary 
polyphenols and gut microbiota metabolism: antimicrobial properties. BioMed Research 
International, 2015,  ID 905215, doi: 10.1155/2015/905215:  18 str. 
 
Muyzer G., De Waal E. C., Uitterlinden A. G. 1993. Profiling of complex microbial 
populations by denaturing gradient gel electrophoresis analysis of polymerase chain 
reaction-amplified genes coding for 16SrRNA. Applied and Environmental 
Microbiology, 59, 3: 695-700 
 
Myers R. M., Fischer S. G., Maniatis T., Lerman L. S. 1985. Modification of the melting 
properties of duplex DNA by attachment of a GC-rich DNA sequence as determined by 






User manual. 2007. Boston, General Electric Company: 86 str.  
 
Patterson R. L. S. 1968. 5-α-androst-16-ene-3-one: Compound responsible for taint in boar 
fat. Journal of the Science of Food and Agriculture, 19, 1: 31-38 
 
Peakall R., Smouse P. E. 2006. GenAlEx 6: genetic analysis in Excel. Population genetic 
software for teaching and research. Molecular Ecology Notes, 6: 288-295  
 
Piwat S., Teanpaisan R. 2013.16S rRNA PCR-denaturing gradient gel electrophoresis of 
oral Lactobacillus casei group and their phenotypic appearances. ISRN Microbiology, 
2013, article ID 342082, doi: 10.1155/2013/342082: 6 str. 
 
Priolo A., Vasta V., Fasone V., Lanza C. M., Scerra M., Biondi L., Bella M., Whittington 
F. M. 2008. Meat odour and flavour and indoles concentration in ruminal fluid and 
adipose tissue of lambs fed green herbage or concentrates with or without tannins. 
Animal, 3, 3: 454-460 
 
Prunier A., Bonneau M., von Borell EH., Cinotti S., Gunn M., Fredriksen B., Giersing M., 
Morton D. B., Tuyttens F. A. M., Velarde A. 2006. A review of the welfare 
consequences of surgical castration in piglets and the evaluation of non-surgical 
methods. Animal Welfare, 15: 277-289  
 
Rideout T. C., Fan M. Z., Cant J. P., Wagner-Riddle C., Stonehouse P. 2004. Excretion of 
major odor-causing and acidifying compounds in response to dietary supplementation 
of chicory inulin in growing pigs. Journal of Animal Science, 82: 1678-1684 
 
 
Slavec A. Vpliv taninov v krmi na spremembe v strukturi črevesne mikrobiote prašičev. 
   Mag. delo (Du 2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 47 
Roy N. C., Fraser K., Lane G. A., Reynolds G. W., Deighton M. H., Peters J. S., Sinclair 
B. R., Death A. F., McNabb W. C. 2002. The effects of condensed-tannins on the net 
flux of skatole and indole across the mammary gland and their secretion in milk of 
lactating ewes fed fresh sulla (Hedysarum Coronarium). Animal Production Science, 
24: 189-192 
 
Serrano J., Puupponen-Pimiä R., Dauer A., Aura A. M., Saura-Calixto F. 2009. Tannins: 
current knowledge of food sources, intake bioavailability and biological effects. 
Molecular Nitrition and Food Research, 53: S310-S329 
 
Simpson J. M., McCracken V. J., White B. A., Gaskins H. R., Mackie R. I. 1999. 
Application of denaturant gradient gel electrophoresis for the analysis of the porcine 
gastrointestinal microbiota. Journal of Microbiological Methods,  36: 167-179 
 
Slifierz J. M., Friendship M. R., Weese S. J. 2015. Longitudinal study of the early-life 
fecal and nasal microbiotas of the domestic pig. BMC Microbiology, 15: 184, 




1996. Universal mutation detection system. 1996. Hercules, Bio-Rad 
Laboratories: 88 str.  
 
Thomas T., Gilbert J., Meyer F. 2012. Metagenomics – a guide from sampling to data 
analysis. Microbial Informatics and Experimentation, 2,  3, doi: 10.1186/2042-5783-2-
3: 12 str. 
 
Van de Peer Y., Chapelle S., De Wachter R. 1996. A quantitative map of nucleotide 
substitution rates in bacterial rRNA. Nucleic Acids Research, 24, 17: 3381-3391 
 
Walstra P., Claudi-Magnussen C., Chevillon P., Von Seth G., Diestre A., Matthews K. R., 
Homer D. B., Bonneau M. 1999. An international study on the importance of 
androstenone and skatole for boar taint: levels of androstenone and skatole by country 
ans season. Livestock Production Science,  62: 15-28 
 
Walter J., Tannock G. W., Tilsala-Timisjarvi A., Rodtong S., Loach D. M., Murno K., 
Alatossava T. 2000. Detection and identification of gastrointestinal Lactobacillus 
species by using denaturing gradient gel electrophoresis and species-specific PCR 




Slavec A. Vpliv taninov v krmi na spremembe v strukturi črevesne mikrobiote prašičev. 
   Mag. delo (Du 2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 48 
Weiler U., Font i Furnols M., Fischer K., Kemmer H., Oliver M. A., Gispert M., 
Dobrowolski A., Claus R. 2000. Influence of differences in sensitivity of Spanish and 
German consumers to perceive androstenone on the acceptance of boar meat differing 
in skatole and androstenone concentrations. Meat Science, 54, 3: 297-304 
 
Wesoly R., Weiler U. 2012. Nutritional influences on skatole formation and skatole 
metabolism in the pig. Animals, 2: 221-242 
 
Xue J. L., Dial G. D. 1997. Raising intact male pigs for meat: detecting and preventing 
boar taint. Swine Health and Production, 5, 4: 151-158 
 
Yu Z., Morrison M. 2004. Improved extraction of PCR-quality community DNA from 
digesta and fecal samples. BioTechniques, 36, 5: 808-812 
 
Zamaratskaia G., Babol J., Andersson H., Lundstöm K. 2004. Plasma skatole and 
androstenone levels in entire male pigs and relatonship between boar taint compounds, 
sex steroids  and thyroxine at various age. Livestock Production Science,  87: 91-98 
 
Zamaratskaia G., Squires E. J. 2009. Biochemical, nutritional and genetic effects on boar 
taint in entire male pigs. Animal, 3, 11: 1508-1521 
 
Zamaratskaia G., Krøyer Rasmussen M., Škrlep M., Batorek Lukač N., Škorjanc D., 
Čandek-Potokar M. 2015. Tissue-specific regulation of CYP3A by hydrolysable tannins 
in male pigs. Xenobiotica, 46, 7: 591-596 
 
Zhao W., Wang Y., Liu S., Huang J., Zhai Z., He C., Ding J., Wang J., Wang H., Fan W., 
Zhao J., Meng H. 2015.The dynamic distribution of porcine microbiota across different 
ages and gastrointestinal tract segments. Plos ONE,  10, 2: e0117441, doi: 
10.1371/journal.pone.0117441: 13 str. 
 
Žemva M., Koman-Rajšp M., Kovač M., Malovrh Š. 2012. Vsebnost skatola v maščobnem 
tkivu merjascev določena s spektrofotometrično metodo. Acta agriculturae Slovenica, 
100, 1: 37-45 
Slavec A. Vpliv taninov v krmi na spremembe v strukturi črevesne mikrobiote prašičev. 
   Mag. delo (Du 2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
PRILOGE 
Priloga A: Dendrogram, na katerem je razvidno združevanje posameznih vzorcev slepega 
črevesa glede na podobnost profilov DGGE. Vrednosti na razvejiščih so deleži podobnosti. 
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Priloga B: Dendrogram, na katerem je razvidno združevanje posameznih vzorcev navzgor 
potekajočega dela kolona (CA) glede na podobnost profilov DGGE. Vrednosti na 
razvejiščih so deleži podobnosti. 
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Priloga C: Dendrogram, na katerem je razvidno združevanje posameznih vzorcev navzdol 




Pearson correlation (Opt:0.02%) [15.2%-100.0%]
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